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Avant-propos 
 
 Les travaux présentés dans ce manuscrit ont été réalisés au sein de l’équipe mixte de recherche 
U1177 (Inserm, Université de Lille 2, Institut Pasteur de Lille), Médicaments et Molécules pour Agir 
sur les Systèmes Vivants, dirigée par le Professeur Benoît Déprez.  
 Les évaluations biologiques présentées dans le premier chapitre ont été mises au point et 
réalisées au laboratoire par le Docteur Cyril Couturier ainsi que l’ingénieure Laure Saas. Par ailleurs, 
ce projet a été mené en collaboration avec les membres de l’équipe du Docteur Jean Dubuisson du 
centre d’infection et d’immunité de Lille (Inserm U1019, CNRS UMR8204). 
 Les structures radio-cristallographiques présentées dans le second chapitre ont été déterminées 
par le Docteur Pascal Roussel, membre de l’Unité de Catalyse et de Chimie du Solide (UCCS, CNRS 
UMR 8181). Le criblage in silico sur la protéine MDM2 a été réalisé par le Docteur Nicolas Renault, 
membre de l’équipe "Therapeutic innovation targetting inflammation" (LIRIC UMR U995 – Inserm, 
Université Lille 2, CHRU de Lille). 
 L’évaluation biologique des ligands d’EthR2 présentés dans le dernier chapitre a été réalisée 
par l’équipe du Docteur Alain Baulard au centre d’infection et d’immunité de Lille (Inserm U1019, 
CNRS UMR8204). L’affinité des molécules pour la protéine EthR2 a été déterminée par le Docteur 
Martin Moune et les tests sur bactéries ont été réalisés par le Docteur Rosangela Frita. Par ailleurs, la 
capacité des molécules à empêcher la fixation d’EthR2 à l’ADN a été déterminée par le Docteur 
Christian Kemmer de la société BioVersys (Bâle, Suisse). Enfin, la cristallographie de la protéine 
EthR2 a été réalisée par le Docteur Alexandre Wohlkonig (VIB Structural Biology Research Center, 
Bruxelles) et le Docteur René Wintjens (Université Libre de Bruxelles). 
 Toutes les expériences RMN ont été effectuées à la Faculté de pharmacie de Lille au 
Laboratoire d’Application de Résonance Magnétique Nucléaire (LARMN) dirigé par le Professeur 
Nathalie Azaroual. 
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Résumé 
 
 La découverte d’un candidat médicament repose sur l’identification de hits, présentant des 
propriétés physico-chimiques adéquates pour leur optimisation. Le criblage à haut débit et l’approche 
par fragments sont deux techniques couramment utilisées lors de cette étape d’identification et elles 
ont été mises en œuvre au cours de ma thèse dans le but de découvrir de nouveaux composés ciblant 
d’une part le complexe CD81/CLDN-1 pour empêcher l’entrée du virus de l’hépatite C (VHC) dans 
les hépatocytes et d’autre part EthR2, un régulateur transcriptionnel mycobactérien, afin de 
potentialiser l’activité d’un antituberculeux sur les souches résistantes de M. tuberculosis. 
Dans une première partie, un criblage à haut débit sur le complexe CD81/CLDN-1 a permis 
d’identifier des modulateurs en série thiéno[2,3-c]pyrazole. Ces composés ont été pharmacomodulés et  
un composé spécifique de l’étape d’entrée du VHC, non toxique et présentant une activité 
submicromolaire a pu être ainsi identifié. Cette sonde pharmacologique permettra de mieux 
comprendre les mécanismes impliqués dans le processus d’entrée virale. 
 Dans une deuxième partie, nous nous sommes intéressés à la conception de nouveaux 
fragments dits privilégiés. Ainsi, le développement des voies de synthèse, sous irradiation micro-onde, 
de deux entités moléculaires, le noyau 1,4-benzodiazepine-2,5-dione et le noyau spirohydantoïne, nous 
a permis d’obtenir 34 composés originaux. Afin d’évaluer le potentiel de cette stratégie, une librairie 
virtuelle de fragments a été générée et son criblage in silico sur la protéine MDM2 a été effectué. La 
mesure in vitro de l’activité des hits identifiés permettra de valider l’intérêt de cette approche pour la 
découverte de nouveaux ligands ciblant les interactions protéine-protéine. 
 Dans une troisième partie, des inhibiteurs d’un répresseur transcriptionnel mycobactérien 
impliqué dans la potentialisation de l’activité de l’éthionamide ont été développés. A l’issue d’un 
criblage de 960 fragments, l’identification d’un hit en série tropinone, et sa cocristallisation avec la 
protéine EthR2, a permis d’entamer une optimisation rationnelle qui a conduit à l’obtention rapide de 
composés présentant de meilleures activités. 
 
MOTS CLÉS : virus de l’hépatite C, CD81, Claudine-1, inhibiteurs, hépatocytes, HTS, fragments 
privilégiés, 3D, FBDD, chimiothèque, tuberculose, éthionamide, EthR2, potentialisation. 
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Abstract 
 
Design and synthesis of anti-infectious molecules using two different 
strategies: high throughput screening and fragment-based drug discovery 
approaches. 
 
 The discovery of drug candidates is based on the identification of hits with appropriated 
physico-chemical properties for further development. High throughput screening and fragment-based 
drug discovery approaches are two strategies commonly used for this identification. These strategies 
were applied during my PhD research work for identifying not only new modulators of the 
CD81/CLDN-1 complex to prevent entry of the Hepatitis C virus (HCV) into hepatocytes but also 
inhibitors of the mycobacterial transcriptional repressor, called EthR2, to boost ethionamide 
antibacterial activity against resistant strains of M. tuberculosis. 
 Firstly, a high throughput screening assay was developed to identify molecules bearing a 
thieno[2,3-c]pyrazole scaffold that modulate the CD81/CLDN-1 complex. The structure-activity 
relationships allowed us to design and synthesize one non-toxic compound that inhibits viral entry 
with an IC50 in the submicromolar range. This best analog will be used as pharmacological tool to 
understand the molecular mechanism involving the CD81/CLDN-1 interaction during virus entry. 
 Secondary, we worked on the design and synthesis of a new generation of fragments called 
privileged fragments. We focused our interest on the 1,4-benzodiazepine-2,5-dione and spirohydantoin 
scaffolds and using microwave-assisted conditions 44 original privileged fragments have been 
synthesized. To further illustrate the potential of our privileged fragments, a virtual focused library has 
been generated and screened in silico on MDM2 protein. The in vitro evaluation of the identified hits 
will allow us to validate our approach and to show the potential of our privileged fragments for the 
discovery of new hits against protein-protein interactions. 
 Finally, inhibitors of a new mycobacterial transcriptional repressor involved in the boosting of 
ethionamide activity have been developed. Screening of 960 fragments allowed us to identify a hit 
bearing a tropinone scaffold which was cocrystallized with EthR2. A rational design from this 
cocrystal structure led rapidly to more potent ligands. 
 
KEY WORDS: hepatitis C virus, CD81, Claudin-1, inhibitors, hepatocytes, HTS, privileged 
fragments, 3D, FBDD, chemical library, tuberculosis, ethionamide, EthR2, boosting. 
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 Le criblage à haut débit de chimiothèques de molécules drug-like ou de fragments sont deux 
stratégies couramment utilisées pour la découverte de candidats médicaments. La différence 
fondamentale entre ces deux stratégies est basée sur la taille et la masse molaire des molécules 
criblées. En effet, celles impliquées dans un criblage généraliste respectent bien souvent les règles 
énoncées par Lipinski et Veber avec comme critère premier une masse molaire inférieure à 500 g.mol
-
1
. Les fragments quant à eux, sont des entités moléculaires moins complexes présentant généralement 
une masse molaire n’excédant pas 300 g.mol
-1
. Ces deux approches ont été abordées dans ce manuscrit 
dans deux thématiques distinctes et ont permis d’identifier des molécules présentant des activités 
biologiques sur deux types de cibles : une interaction protéine-protéine afin d’empêcher l’entrée du 
virus de l’hépatite C dans les hépatocytes et un régulateur transcriptionnel mycobactérien afin de 
potentialiser l’activité d’un antituberculeux existant. 
 Le premier chapitre illustre l’utilisation du criblage à haut débit pour la découverte de 
modulateurs du complexe protéique CD81/CLDN-1 afin d’empêcher l’entrée du virus de l’hépatite C 
(VHC) dans les hépatocytes. Après avoir identifié une famille de molécules capable de moduler le 
complexe CD81/CLDN-1 et d’empêcher l’entrée du VHC dans les hépatocytes, l’optimisation des 
composés a été réalisée en effectuant des modifications structurales. Ce travail a permis d’aboutir à 
des molécules plus actives et d’identifier un outil pharmacologique pour comprendre les mécanismes 
impliqués dans l’entrée virale.  
 Le second chapitre présente en détail l’approche par fragments pour l’identification de touches 
à l’issue d’un criblage. L’une des étapes déterminantes pour assurer le succès de cette approche 
concerne la conception de la librairie de fragments. Une analyse des chimiothèques commerciales a 
montré qu’elles étaient principalement composées de fragments plans enrichis en carbone sp². Ainsi, 
pour pallier cette absence de diversité géométrique, nous avons introduit le concept de fragments 
privilégiés qui correspond à une structure rigide, respectant la règle des 3, possédant un caractère 
tridimensionnel et présentant différents sites de fonctionnalisation. Nous avons ainsi travaillé autour 
de deux structures chimiques : le noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione et le noyau spirohydantoïne 
enrichis en carbone sp
3
 et nous avons développé de nouvelles voies de synthèse par irradiation micro-
ondes afin d’introduire rapidement de la diversité sur ces noyaux. Dans un second temps et afin 
d’illustrer le potentiel de ces molécules, une librairie virtuelle de fragments fonctionnalisés a été 
générée et son criblage in silico sur la protéine MDM2 a été effectué. 51 hits ont été sélectionnés et la 
validation in vitro de ces hits, dont la synthèse est actuellement en cours, permettra de montrer l’intérêt 
de concevoir et d’inclure de tels fragments dans nos chimiothèques. 
 Le troisième chapitre présente l’utilisation d’une approche par fragments pour identifier des 
inhibiteurs du répresseur transcriptionnel EthR2 afin de potentialiser l’activité bactéricide de 
l’éthionamide. L’éthionamide est une prodrogue utilisée dans le traitement de seconde intention contre 
la tuberculose. Cette prodrogue doit être bioactivée par la bactérie afin d’acquérir son pouvoir 
bactéricide. Très récemment, nous avons pu identifier une nouvelle voie de bioactivation de cet 
antituberculeux qui implique une oxydo-réductase appelée EthA2, dont la production est sous contrôle 
du répresseur transcriptionnel EhR2. Il a été montré que les bactéries préalablement résistantes à 
l’éthionamide, redeviennent sensibles à cet antituberculeux en présence d’inhibiteurs spécifiques 
d’EhR2. Afin d’identifier de nouveaux inhibiteurs de ce répresseur, une chimiothèque de fragments a 
été criblée. Une nouvelle famille d’inhibiteurs a été ainsi découverte et le mode de liaison d’un des 
fragments avec la protéine EthR2 a été déterminé par cristallographie. Ces données ont permis 
d’entamer un design rationnel pour optimiser l’activité de ces composés. 
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Introduction 
 
 Près de 185 millions d’individus sont chroniquement infectés par le virus de l’hépatite C 
(VHC) et courent le risque que leur atteinte hépatique évolue vers une cirrhose ou un cancer du foie. 
Le traitement de référence a été, pendant près de 20 ans, non spécifique au VHC. L’arrivée tardive de 
modèles d’études in vitro associée à l’absence de modèles animaux de petites tailles a été un réel frein 
pour le développement d’antiviraux spécifiques du VHC. 
 Aujourd’hui de nombreux antiviraux, ayant reçu une autorisation de mise sur le marché très 
récemment, ciblent des protéines virales impliquées dans le cycle réplicatif du VHC telles que la 
sérine protéase NS3/4A, responsable du clivage de la polyprotéine virale dans les cellules hépatiques, 
la protéine NS5A, contrôlant l’assemblage des nouveaux virions, et la polymérase NS5B, nécessaire à 
la réplication de l’ARN viral. Même si ces antiviraux ont permis la prise en charge d’un nombre 
considérable de patients, de plus en plus de phénomènes de résistance apparaissent. 
 Pour proposer une alternative thérapeutique, nous avons développé une stratégie antivirale 
consistant à identifier des molécules capables de cibler les facteurs cellulaires de l’hôte impliqués dans 
l’infection. Parmi les différentes étapes de l’infection, l’entrée du virus dans les hépatocytes représente 
une phase essentielle de ce processus et donc constitue une cible intéressante pour empêcher 
l’infection. Très récemment, il a été montré que, parmi les récepteurs spécifiques du VHC présents à la 
surface des hépatocytes, les protéines CD81 et CLDN-1, s’associent pour former un complexe 
indispensable à l’entrée du VHC. 
 A partir de cette étude, un test biologique basé sur la technique de BRET a été mis au point et 
un criblage à haut débit d’une chimiothèque de 14400 molécules a permis d’identifier une famille de 
composés capables de moduler l’interaction entre CD81 et CLDN-1 et ainsi d’empêcher l’entrée du 
virus dans les cellules hépatiques. Différents analogues structuraux de cette famille chimique ont été 
synthétisés afin de pouvoir établir des relations structure-activité et d’identifier un outil 
pharmacologique pour mieux comprendre les mécanismes impliqués dans ce processus d’entrée du 
virus. 
I. Description de la pathologie et des traitements actuels 
 
 L’hépatite C, causée par le virus de l’hépatite C (VHC), est une maladie infectieuse du foie, 
largement répandue, qui touche près de 185 millions d’individus, soit 2,8% de la population mondiale. 
Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 3 à 4 millions de personnes sont nouvellement 
infectées chaque année et cette maladie est responsable de 500 000 décès dans le même laps de 
temps
1
. 
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I.1. L’infection par le virus de l’hépatite C et son épidémiologie 
 
I.1.1. Prévalence à travers le monde et modes de transmission du virus 
 
 L’hépatite C est inégalement répartie à travers le monde
2
 avec des taux de prévalence variant 
de moins de 1% au Canada et en Europe du Nord à plus de 10% en Egypte
3
 ou au Cameroun
4
 (Figure 
1). 
 
Figure 1 : Prévalence du VHC à travers le monde  
(D’après  http://www.centerforda.com/HepC/HepMap.html) 
 Le virus se transmet essentiellement et très efficacement par le sang. Jusque dans les années 
70, l’infection a été principalement véhiculée par la transfusion sanguine. Cependant depuis la mise en 
place d’un dépistage systématique des dons de sang dans les pays développés, le risque transfusionnel 
a été réduit considérablement
5
. C’est à présent la toxicomanie par voie intraveineuse qui est devenue le 
principal mode de contamination dans les pays développés. En revanche, dans les pays en 
développement, plusieurs cas d’infections sont corrélés à des injections thérapeutiques et des 
transfusions de sang réalisées dans de mauvaises conditions d’asepsie
6
. Par exemple, des années 1950 
aux années 1980, une large campagne a été menée en Egypte pour éradiquer la schistosomiase en 
administrant par voie intraveineuse du tartrate d’antimoine et de potassium à des millions de résidents. 
Ces administrations ont été effectuées dans de mauvaises conditions de stérilisation et ont donc 
conduit à une transmission massive du virus
7
. De ce fait, cette maladie a une prévalence variable d’un 
pays à l’autre. 
 Enfin, d’autres transmissions plus rares peuvent survenir si du matériel, ayant été en contact 
avec du sang et non stérilisé, est réutilisé lors de tatouages ou d’acupuncture par exemple. Les 
transmissions par voies sexuelles et périnatales sont également peu fréquentes
6
. Néanmoins, pour 20% 
des malades, le mode de transmission reste inconnu. 
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I.1.2. Evolution de la maladie et diagnostic de l’infection 
 
 L’infection par le VHC se manifeste avec une gravité variable, qui peut aller d’une forme 
bénigne, qui dure quelques semaines voire quelques mois, à une maladie grave qui s’installe à vie
7
 
(Figure 2). 
 
 Figure 2 : Evolution de l'hépatite au cours du temps 
 Suite à une contamination par le VHC, le patient va développer une hépatite aiguë qui est le 
plus souvent asymptomatique
8
 et dont le diagnostic clinique est difficilement établi
9
. Selon l’OMS, 
environ 15 à 45% des sujets infectés vont éliminer spontanément le virus dans les 6 mois qui suivent 
l’infection sans aucun traitement. En revanche, dans la majorité des cas (de 55 à 85%), l’hépatite aiguë 
évolue vers une infection chronique qui se caractérise par une persistance de plus de 6 mois du virus 
dans le sang. Fatigue, dépression, arthrite et agressions au niveau de la peau sont des symptômes 
pouvant se produire à ce stade de la maladie sans pour autant être spécifiques de l’hépatite C 
chronique
7
. L’hépatite C chronique est également associée à de multiples symptômes extra-hépatiques 
le plus souvent d’origine auto-immune. En effet, l’apparition d’une cryoglobulinémie mixte est la plus 
fréquente des manifestations extra-hépatiques. Elle représente 36 à 54% des symptômes extra-
hépatiques associés à l’infection par le VHC. Cette maladie est caractérisée par la présence 
d’immunoglobulines qui précipitent à froid et redeviennent solubles lors du réchauffement provoquant 
ainsi pour un quart des patients des problèmes cutanés (syndrome de Raynaud, purpura), rénaux 
(glomérulonéphrite) et neurologiques (vascularité cérébrale). Parmi d’autres manifestations extra-
hépatiques connues, des lymphomes non-hodgkiniens de type B ainsi que des cas de diabètes non 
insulinodépendants ont été rapportés dans la littérature ces dernières années
10, 11
. Ces manifestations 
extra-hépatiques peuvent représenter le premier signe d’une infection par le VHC chez certains 
malades. Cependant, pour la majorité des patients il faut attendre quelques décennies pour voir 
apparaitre des symptômes spécifiques de l’hépatite C. 
 Au stade de la chronicité, l’évolution de l’infection varie considérablement d’une personne à 
l’autre. Des facteurs aggravants peuvent accélérer la progression de l’atteinte du tissu hépatique tels 
que l’âge avancé du patient lors de l’infection, la consommation d’alcool anormalement élevée, la co-
infection avec le virus de l’hépatite B (VHB) ou avec le virus de l’immunodéficience humaine 
(VIH)
12-15
. L’OMS estime que 15 à 30% des patients chroniquement infectés risquent de développer 
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une cirrhose du foie sur une durée de 20 ans qui peut ensuite évoluer vers un cancer du foie. Chaque 
année 1 à 4% des cancers du foie sont dus au VHC
15
. 
 Le diagnostic clinique est rarement et difficilement établi puisqu’il n’existe aucun symptôme 
spécifique de l’infection aiguë et chronique. Bien que les manifestations extra hépatiques puissent 
servir à détecter une infection par le VHC, un diagnostic biologique doit être établi afin de confirmer 
l’infection et d’évaluer son stade
16
. Ce diagnostic s’effectue en deux temps : 
 Il y a d’abord un dépistage des anticorps anti-VHC qui est réalisé par des tests sérologiques 
tels que les tests immunoenzymatiques. Ces anticorps, détectables 6 à 8 semaines après 
l’infection, sont des marqueurs indirects d’une infection par le VHC. Les résultats positifs 
doivent ensuite être confirmés par détection de l’ARN viral. 
 
 L’ARN viral est rapidement détectable après contamination (de 1 à 3 semaines). Différentes 
techniques peuvent être utilisées pour détecter le génome du VHC comme par exemple la PCR 
(Polymerase Chain Reaction). Le génome viral est un marqueur très important puisqu’il 
permet de diagnostiquer une hépatite aiguë et de confirmer une infection chronique.  
 Le stade de l’infection est défini par une biopsie du foie qui établit la sévérité de l’atteinte du 
tissu hépatique, allant de l’inflammation à la fibrose, puis à la cirrhose, pour finir par le cancer du foie. 
 En plus de ces outils permettant la détection d’anticorps anti-VHC et du génome virale, 
d’autres techniques moléculaires capables de déterminer le type de génotype engagé dans l’infection 
existent afin de pouvoir adopter la stratégie antivirale la plus appropriée. 
 
I.2. Variabilité génétique du VHC 
 
 Comme de nombreux virus à ARN, le VHC possède un génome ayant une grande capacité à 
muter. En effet, le VHC se réplique en utilisant une ARN polymérase ce qui est susceptible 
d’introduire des erreurs aléatoires au cours du processus de réplication générant ainsi une diversité 
génétique au sein des individus infectés
17
. Cette variabilité génétique se traduit par un VHC présentant 
sept génotypes différents (numérotés de 1 à 7), eux-mêmes subdivisés en sous-types (classés par lettre 
a, b, …). Les sept génotypes diffèrent entre eux de plus de 30% au niveau de leurs séquences 
nucléotidiques. La diversité dans la séquence de chaque sous-type est de 20%
18
. 
 Par ailleurs, ces génotypes sont inégalement répartis à travers le monde (Figure 3)
2
. 
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Figure 3 : Distribution géographique des différents génotypes du VHC
2
 
 Comme l’indique la Figure 3, les génotypes 1, 2 et 3 sont très largement répandus à travers le 
monde alors que les génotypes 4, 5 et 6 sont généralement confinés à des zones géographiques 
spécifiques. Concernant le génotype 7, seuls des cas en Afrique centrale et en Thaïlande ont été 
recensés
16
. La manière dont le virus peut s’adapter à l’environnement de l’hôte qu’il infecte pourrait 
expliquer cette variabilité de génotypes à travers le monde. 
 Ces génotypes n’entrainent pas de différences dans l’évolution de l’hépatite virale mais ils ont 
une incidence sur la réponse aux traitements. Du fait de sa forte prévalence et de sa faible réponse au 
traitement standard, le génotype 1 est celui pour lequel de nombreuses stratégies antivirales sont 
développées
19
. 
 
I.3. Le virus de l’hépatite C et son cycle viral 
 
 Au début des années 1970, les virus de l’hépatite A et de l’hépatite B sont identifiés, mais la 
moitié des hépatites virales restent sans étiologie, d’où la notion d’hépatites virales baptisées « non A, 
non B ». Ce n’est qu’en 1989 que le virus responsable de la plupart de ces hépatites « non A, non B » 
est découvert : il est appelé virus de l’hépatite C
20
.  
 
I.3.1. Le virus de l’hépatite C (VHC) 
 
 C’est un virus de très petite taille avec un diamètre compris entre 50 et 80 nanomètres. Il 
appartient à la famille des Flaviviridae. La particule virale est composée (Figure 4) : 
 d’une enveloppe au sein de laquelle sont ancrées deux glycoprotéines, E1 et E2, permettant au 
virus de se fixer sur les cellules du foie avant d’y pénétrer, 
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 d’une capside protéique protégeant le virus de l’extérieur, 
 
 d’un génome viral constitué d’un ARN simple brin de polarité positive. 
 
Figure 4 : Représentation schématique d'une particule de VHC 
Le génome du VHC, long de 9600 nucléotides, peut être subdivisé en trois régions (Figure 5)
21
 : 
 la région 5’ non codante, très structurée et indispensable pour la traduction de l’ARN viral. 
 
 la région 3’ non codante indispensable à la réplication du virus.  
 
 entre ces deux régions, un cadre de lecture codant pour une polyprotéine d’environ 3000 
acides aminés qui est clivée par des protéases cellulaires (représenté par des losanges blancs et 
noirs sur la Figure 5) et virales (représenté par des flèches) pour donner naissance à trois 
protéines structurales (C, E1 et E2) et sept protéines non structurales (p7, NS2, NS3, NS4A, 
NS4B, NS5A et NS5B). Toutes ces protéines virales sont localisées dans le réticulum 
endoplasmique de la cellule infectée. 
 
 
Figure 5 : Organisation génétique et polyprotéine du VHC
21
 
Les sept protéines non structurales sont impliquées dans le processus de clivage de la polyprotéine 
et/ou dans la réplication du virus. En effet, la protéine NS2, en association avec la partie 
aminoterminale de NS3 va permettre l’auto-clivage à la jonction NS2-3 tandis que l’activité 
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protéolytique de NS3 va permettre la libération des autres protéines non structurales (Figure 5)
19, 21
. 
Ces protéines virales non structurales libérées vont permettre la réplication du virus.  
 
I.3.2. Cycle viral du VHC 
 
 Le cycle réplicatif du VHC est représenté Figure 6. Il est divisé en 8 étapes
22-24
 : 
  
Figure 6 : Cycle viral du VHC
22
 
A. Le virus entre dans les hépatocytes grâce aux glycoprotéines de son enveloppe. Ce mécanisme sera 
détaillé dans la section suivante.  
B. Après pénétration dans la cellule, l’ARN est libéré dans le cytoplasme et les étapes de réplication 
peuvent débuter.  
C et D. L’ARN viral est traduit par le ribosome de la cellule hôte en une polyprotéine unique. Le 
clivage de la polyprotéine par les protéases cellulaires et virales permet de produire toutes les protéines 
virales nécessaires à la multiplication du virus. Ainsi la métalloprotéase NS2 va permettre l’auto-
clivage à la jonction NS2/3 tandis que la sérine protéase NS3/4A va permettre le clivage de toutes les 
autres jonctions : NS3/4A, NS4A/4B, NS4B/5A et NS5A/5B aboutissant à la formation du complexe 
de réplication.  
E et F. Le complexe de réplication, reconnaît la région 3’ terminale du génome virale à polarité 
positive (3’+) et permet la synthèse du brin complémentaire ou brin de polarité négative. La synthèse 
du brin de polarité négative est catalysée par la protéine NS5B qui assure une fonction d’ARN 
polymérase ARN-dépendante. Ce brin négatif sert de matrice au complexe de réplication pour la 
synthèse de brins de polarités positives. De plus, bien que son rôle exact soit mal connu, la protéine 
NS5A interviendrait dans la régulation de la réplication virale et dans le processus d’assemblage. 
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G et H. Après assemblage dans le cytoplasme des ARN viraux avec leurs capsides protéiques (appelés 
virions), les virus quittent la cellule pour aller infecter d’autres hépatocytes. L’infection virale se 
propage ainsi dans le foie. Le VHC a un niveau élevé de réplication pouvant aller jusqu’à 10
12
 virions 
produits par jour
25
. 
 Comme nous venons de le voir, la sérine protéase NS3/4A, la protéine NS5A et la polymérase 
NS5B sont des protéines essentielles pour la réplication du VHC. En effet le clivage de la polyprotéine 
est dépendant de la sérine protéase NS3/4A, la polymérase NS5B est nécessaire pour construire l’ARN 
de polarité négative qui servira de matrice pour la synthèse des ARNs de polarités positives et 
l’assemblage de ces nouveaux ARNs avec leurs capsides est sous contrôle de la protéine NS5A. Ces 
trois protéines constituent donc des cibles prometteuses pour développer de nouvelles stratégies 
antivirales contre l’infection chronique par le VHC. 
 
I.4. L’évolution des traitements contre le VHC de 1970 à aujourd’hui 
 
 Depuis la découverte de l’hépatite virale baptisée « non A, non B » jusqu’à aujourd’hui, de 
nombreuses avancées concernant les stratégies antivirales contre le VHC ont eu lieu. Cependant, il 
aura fallu attendre une vingtaine d’années avant de voir apparaître les premiers traitements spécifiques 
du VHC. Cela s’explique par l’arrivée tardive de modèles d’étude puisque le premier test cellulaire de 
réplicon du VHC n’est apparu qu’en 1999. De plus, l’absence de modèles animaux de petites tailles a 
été un réel frein pour le développement de molécules contre l’infection chronique du VHC
19
. En effet, 
seul le chimpanzé est infecté par le VHC et dans un tiers des cas il éradique spontanément le virus. 
 
I.4.1. De 1970 jusqu’à 2011 : découverte et développement de la bithérapie associant 
l’interféron alpha pégylé à la ribavirine (INF-α-PEG/RBV) 
 
 L’efficacité des traitements est déterminée à partir de tests capables de mesurer le taux d’ARN 
viral dans le sang. L’absence d’ARN viral dans le sang, 24 semaines après la fin du traitement, définit 
la réponse virologique prolongée (RVP) correspondant à une guérison définitive de l’infection dans la 
majorité des cas. 
 Dans les années 80 et suite aux effets bénéfiques obtenus contre le VHB, l’interféron alpha 
était le seul traitement disponible pour les patients chroniquement infectés par le VHC. Malgré les 
optimisations faites sur la durée ainsi que sur la dose du traitement, seuls 15 à 20% des patients , tous 
génotypes confondus, obtenaient une RVP après 48 semaines de traitement
26
. 
 En 1998, l’administration par voie intraveineuse de l’interféron alpha associé à la ribavirine, 
qui est un antiviral à large spectre, a permis d’améliorer significativement l’efficacité thérapeutique 
puisque 41 à 47% des patients ont obtenu une RVP à l’issue de 48 semaines de traitement
27, 28
. En 
2001, la bithérapie associant l’interféron alpha pégylé (INF-α-PEG) combiné à la ribavirine (RBV) est 
devenue le traitement de référence contre les infections chroniques du VHC. Même si les mécanismes 
d’action de cette bithérapie ne sont pas complétements connus, il a été montré que l’interféron pourrait 
avoir une activité antivirale en induisant la production de protéines inhibant la réplication virale. 
L’interféron aurait également un rôle d’immunomodulateur en augmentant la réponse immunitaire 
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adaptative spécifique au VHC
29
. Concernant la ribavirine, sa tri-phosphorylation intracellulaire 
inhiberait la polymérase NS5B alors que sa mono-phosphorylation inhiberait l’inosine monophosphate 
ce qui conduirait à l’épuisement en guanosine triphosphate nécessaire à la synthèse de l’ARN viral. 
Elle aurait également un rôle d’immunomodulateur en favorisant la réponse immunitaire
29
.  
 L’utilisation de cette bithérapie pendant 24 à 48 semaines a conduit à un taux de RVP compris 
entre 70 et 90% pour les génotypes 2/3/5 et 6, 65% pour le génotype 4 et environ 40% pour le 
génotype 1
30, 31
. Néanmoins, ce traitement est long et associé à des effets secondaires non négligeables 
tels qu’une anémie, un état dépressif et une neutropénie. De plus son efficacité antivirale est faible 
contre le génotype 1 qui est le plus répandu à travers le monde. Il était donc primordial de développer 
de nouvelles stratégies thérapeutiques en identifiant des antiviraux à action directe (DAAs pour direct-
acting antivirals) ciblant directement des protéines virales. 
 
I.4.2. De 2011 à maintenant : mise sur le marché d’antiviraux à action directe (DAAs) et 
développement de nouvelles thérapies 
 
 Les DAAs développés ciblent les protéines virales impliquées dans le cycle réplicatif du VHC 
telles que la sérine protéase NS3/4A, la protéine NS5A et la polymérase NS5B. 
 Les premiers DAAs à avoir eu une autorisation de mise sur le marché sont bocéprévir et 
télaprévir en 2011. Ce sont deux inhibiteurs covalents réversibles de la sérine protéase NS3/4A. 
L’inhibition de cette sérine protéase NS3/4A empêche le clivage de la polyprotéine et ainsi la 
libération des différentes protéines non structurales formant le complexe de réplication. Bocéprévir et 
télaprévir constituent la première génération d’inhibiteurs de NS3/4A.  
 En 2014, siméprévir a obtenu une autorisation de mise sur le marché. Il s’agit également d’un 
inhibiteur de la sérine protéase NS3/4A mais qui n’est pas covalent. Il fait partie de la seconde 
génération d’inhibiteurs de NS3/4A. De nombreux composés de cette classe thérapeutique sont 
actuellement en cours de développement clinique. 
 Enfin, toujours en 2014, le sofosbuvir a également été approuvé. Il s’agit du premier inhibiteur 
de la polymérase NS5B. Cette protéine est responsable de la réplication de l’ARN viral en catalysant 
la synthèse des brins de polarités négatives et positives de l’ARN. Cette polymérase est donc 
indispensable pour la réplication du virus.  
 Ces quatre inhibiteurs sont administrés avec la bithérapie de référence précédemment décrite 
et les résultats obtenus pour chacune de ces nouvelles trithérapies en fonction du génotype engagé 
dans l’infection virale sont illustrés dans le Tableau 1
30-34
.  
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DAA 
(compagnie et année de 
mise sur le marché) 
Cible 
thérapeutique 
Régime thérapeutique 
Durée RVP 
INF-α-PEG RBV 
Télaprévir 
Vertex 
2011 
 
NS3/4A 
  
De 24 à 
48 
semaines 
Génotype 1 : 
60% à 
75%
30, 31
 
Bocéprévir 
Merck 
2011 
 
NS3/4A 
  
Siméprévir 
Jansen 
2014 
 
NS3/4A 
  
24 
semaines 
Génotype 1 : 
80% à 
85%
30, 31
 
Sofosbuvir 
Gilead 
2014 
 
NS5B 
 
 
12 
semaines 
Génotype 1, 
4, 5 et 6 : 
89% à 
100%
32
 
Pas d’INF-α-
PEG 
12 
semaines 
Génotype 2 : 
95%
33
 
 
24 
semaines 
Génotype 3 : 
65%
34
 
Tableau 1 : Combinaison INF-α-PEG, RBV + DAA et RVP associée en fonction du génotype 
 Les RVPs indiquées dans le Tableau 1 concernent des patients naïfs de tout traitement. 
L’administration de télaprévir ou bocéprévir avec la bithérapie de référence a permis de passer de 40% 
de RVP à 60% pour le génotype 1 après 24 à 48 semaines de traitement. Ces deux nouvelles 
trithérapies ont permis d’accroître l’efficacité antivirale contre le génotype 1 tout en conservant une 
durée de traitement identique à la bithérapie de référence.  
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 Cependant ces traitements étaient mal tolérés puisqu’ils entrainaient la potentialisation des 
effets indésirables liés à l’administration par voie intraveineuse de l’interféron alpha pégylé ou à la 
prise de ribavirine. De plus des effets indésirables spécifiques à ces deux DAAs tels que des 
complications dermatologiques ou une dysgueusie
30, 31
 ont été observés et des phénomènes de 
résistance à ces deux nouveaux DAAs sont apparus
35
. 
 La nouvelle trithérapie avec le siméprévir, seconde génération d’inhibiteurs de la sérine 
protéase NS3/4A, a conduit à une RVP de plus de 80% pour le génotype 1 tout en réduisant la durée 
de traitement à 24 semaines et en ne provoquant pas la potentialisation des effets secondaires connus
30, 
31
. La découverte du premier inhibiteur de la polymérase NS5B, le sofosbuvir, a permis une avancée 
considérable dans la prise en charge des patients. Administré avec l’INF-α-PEG et la RBV, le 
sofosbuvir a abouti à une RVP de plus de 89% pour les génotypes 1/4/5 et 6 en seulement 12 semaines 
de traitement
32
. Par ailleurs et de façon intéressante, l’administration de sofosbuvir avec uniquement la 
RBV a permis d’aboutir à une RVP de 95% après 12 semaines de traitement pour le génotype 2
33
 et à 
une RVP de 85% après 24 semaines de traitement pour le génotype 3
34
. Ces résultats montrent pour la 
première fois qu’il est possible de s’affranchir de l’administration par voie intraveineuse de l’INF-α-
PEG, dont l’utilisation est contre-indiquée chez certains patients
36
. De nouvelles stratégies antivirales 
innovantes en associant des DAAs sans l’INF-α-PEG ont ensuite été développées. 
 Parmi ces nouvelles associations de DAAs, trois sont illustrés dans le Tableau 2. Les RVPs 
indiquées dans le tableau ci-dessous concernent des patients naïfs de tout traitement
31
. 
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1
er
 DAA 
(compagnie et année de 
mise sur le marché) 
2
ème
 DAA 
(compagnie et année de 
mise sur le marché) 
Ribavirine 
(RBV) 
Durée RVP 
Siméprévir 
Jansen 
2014 
NS3/4A 
 
Sofosbuvir 
Gilead 
2014 
NS5B 
 
+/- 
12 
semaines 
Génotype 1 et 4 : 
94%
31
 
Daclatasvir 
Bristol-Myers Squibb 
2014 
NS5A 
 
+/- 
De 12 à 
24 
semaines 
Génotype 1 :  
99%
31
 
Génotype 2 :  
96%
31
 
Génotype 3 :  
89%
31
 
Lédipasvir 
Gilead 
2015 
NS5A 
 
 
+/- 
12 
semaines 
Génotype 1 et 4 :  
97%
31
 
Tableau 2 : Combinaisons de DAAs sans INF-α-PEG et RVPs associées en fonction du génotype 
 Comme l’indique le Tableau 2, l’association de siméprévir, inhibiteur de la sérine protéase 
NS3/4A, et de sofosbuvir, inhibiteur de la polymérase NS5B, avec ou sans RBV ont conduit à une 
RVP de 94% pour les génotypes 1 et 4 après seulement 12 semaines de traitement. 
 Le daclatasvir et lédipasvir ont récemment obtenu leurs autorisations de mise sur le marché 
(fin 2014 - début 2015). Ce sont les premiers inhibiteurs de la protéine NS5A. Bien que son rôle exact 
ne soit pas encore déterminé, la protéine NS5A serait impliquée dans le processus d’assemblage des 
nouveaux ARNs viraux avec leurs capsides. Les résultats obtenus pour ces deux inhibiteurs de NS5A, 
associés au sofosbuvir avec ou sans RBV, sont très prometteurs pour la lutte contre le VHC quel que 
soit le génotype responsable de l’infection. En effet, 12 à 24 semaines de traitement avec daclatasvir 
plus sofosbuvir avec ou sans RBV ont abouti à des RVPs de 99%, 96% et 89% pour les génotypes 1, 2 
et 3 respectivement
31
. L’association de lédipasvir et de sofosbuvir avec ou sans RBV a permis 
d’obtenir une RVP de 97% pour les génotypes 1 et 4 après 12 semaines de traitement
31
. De façon très 
intéressante, ces stratégies antivirales basées sur l’association de DAAs permettent non seulement 
d’éviter l’administration de l’INF-α-PEG, qui est associé à de sévères effets secondaires, mais aussi 
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d’obtenir des meilleures RVPs pour l’ensemble des génotypes du VHC tout en diminuant la durée de 
traitement (24 semaines maximum). 
 Par ailleurs, le profil de tolérance des différents DAAs est globalement satisfaisant. Durant les 
études cliniques, la fréquence des effets secondaires rapportés était moins importante pour les 
traitements cours (2 à 3 mois) et en l’absence de ribavirine. Selon les molécules, les effets indésirables 
fréquemment rencontrés ont été l’insomnie, les nausées, l’anémie et l’hyperbilirubinémie. Ces deux 
derniers symptômes ont principalement été observés dans les groupes recevant de la ribavirine. 
 Malgré ces avancées, seul le sofosbuvir présente une barrière génétique élevée le rendant ainsi 
plus résistant aux phénomènes de résistance découlant de mutations du VHC. En revanche, pour les 
autres DAAs, des phénomènes de résistance apparaissent déjà chez certains patients. En effet, 85% des 
patients en échec à une trithérapie daclatasvir, INF-α-PEG/RBV et 78% des patients en échec à un 
traitement par lédipasvir/sofosbuvir ont développé une résistance résultant d’une substitution d’acides 
aminés de la protéine NS5A
31
. Pour pallier à ce phénomène d’échappement, une stratégie antivirale 
consisterait à développer une nouvelle classe thérapeutique d’agents capables de cibler directement les 
facteurs cellulaires de l’hôte (on les nommera HTAs, pour host-targeted agents). De nombreux 
facteurs cellulaires humains sont impliqués au cours du cycle de réplication du VHC et constituent 
donc des cibles de choix pour développer de tels agents. Parmi les molécules actuellement en 
développement, le miravirsen, inhibiteur de miR-122 impliqué dans la traduction du brin génomique et 
dans la réplication de l’ARN viral, est en phase 2 des essais cliniques tandis que l’alisposivir, 
inhibiteur de la cyclophiline A impliquée dans la réplication de l’ARN viral, est en phase 2/3 des 
essais cliniques
37
. En plus de leurs barrières génétiques élevées, de telles molécules offrirait des 
nouvelles perspectives thérapeutiques puisqu’elles pourraient être associées aux DAAs afin d’agir de 
manière synergique contre le virus
37
. 
 L’ancrage et l’entrée du virus dans les hépatocytes, phases essentielles et indispensables dans 
le processus d’infection, apparaissent également comme des cibles intéressantes de cette nouvelle 
stratégie antivirale consistant à cibler des facteurs cellulaires humains. De plus, bloquer l’entrée du 
VHC dans les hépatocytes permettrait d’empêcher la réinfection systématique du foie sain chez les 
patients atteint d’un cancer du foie et ayant reçu une greffe. 
 
II. Empêcher l’entrée du virus dans les hépatocytes : une nouvelle 
stratégie antivirale 
 
 L’étape d’entrée du virus dans les cellules du foie est une cible thérapeutique de choix puisque 
si le virus ne peut se lier à la surface cellulaire, l’infection ne peut pas avoir lieu. Comme cela a été 
mentionné précédemment, les nouvelles stratégies thérapeutiques dirigées contre les protéines virales 
permettent d’aboutir à une réponse virologique prolongée supérieure à 89% quel que soit le génotype 
responsable de l’infection et avec des durées de traitement relativement courtes. Néanmoins, des 
phénomènes de résistance, liés à des mutations au niveau des protéines virales ciblées, commencent à 
apparaitre et sont responsables de l’échappement du virus aux antiviraux à action directe. Par 
conséquent, cibler les protéines de l’hôte et non celles du virus pourrait être une piste thérapeutique 
prometteuse.  
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II.1. Mécanisme de l’entrée du virus dans les hépatocytes et implication du 
complexe CD81/CLDN-1 
 
II.1.1. Mécanisme d’entrée du VHC dans les hépatocytes 
 
 Les données actuelles indiquent que l’entrée du VHC dans une cellule est un processus 
impliquant différents facteurs cellulaires. Elle est composée de trois étapes séquentielles : (i) 
adsorption à la surface membranaire des hépatocytes, (ii) endocytose dépendante de la clathrine et de 
facteurs cellulaires et (iii) fusion dans les endosomes précoces.  
 
Figure 7 : Etape d'adsorption du VHC à la surface des hépatocytes
37
 
(i) adsorption à la surface membranaire des hépatocytes (Figure 7) : les particules virales s’associent 
aux lipoprotéines basses (LDL) et très basses densités (VLDL) et forment des complexes appelés 
lipoviraux-particules (LVP). Ces complexes permettent l’ancrage primaire des particules virales à la 
surface membranaire grâce à des molécules d’attachement telles que les glycosaminoglycanes de type 
héparane sulfate (HSPG) et les récepteurs aux lipoprotéines de basse densité (LDL-R)
38, 39
. Ces 
facteurs cellulaires d’encrage ne sont pas des récepteurs spécifiques du VHC. Ils concentrent les 
particules virales à la surface membranaire des hépatocytes et les dirigent vers des récepteurs 
spécifiques du VHC. 
Le récepteur scavenger B de type 1 (SRB1) est l’un de ces récepteurs spécifiques du VHC. Il 
interviendrait juste après l’attachement primaire en interagissant avec une région spécifique de la 
glycoprotéine E2 du VHC. Cette interaction faciliterait le transfert du virus vers la protéine 
membranaire CD81, autre récepteur spécifique identifié, en lui exposant la glycoprotéine E2 
nécessaire à sa fixation
38, 40
.  
Le récepteur CD81 appartient à la famille des tétraspanines. Cette protéine est constituée de quatre 
domaines transmembranaires et de deux boucles extracellulaires (une petite, nommée Small 
Extracellular Loop ou SEL, et une grande, appelée Large Extracellular Loop ou LEL). C’est justement 
cette boucle LEL qui établit une interaction spécifique avec la glycoprotéine E2
40
. En effet, il a été 
montré in vivo qu’en présence d’anticorps dirigés contre cette boucle de CD81, le virus ne peut pas se 
fixer à la surface de la cellule empêchant ainsi l’infection
40
. Néanmoins, le récepteur CD81 bien 
qu’indispensable à ce mécanisme d’entrée du virus n’est pas suffisant puisque un (d’) autre(s) 
récepteur(s) interviendrait (aient) dans le déroulement de cette première étape du cycle viral.  
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La protéine des jonctions serrées Claudine-1 (CLDN-1) a été identifiée comme étant un facteur 
nécessaire à l’entrée du virus
38
. Les jonctions serrées sont des composantes majeures des complexes 
d’adhésion cellule/cellule. Elles assurent l’étanchéité des épithéliums. La protéine CLDN-1 est 
constituée de quatre domaines transmembranaires et de deux boucles extracellulaires notées EL1 et 
EL2. CLDN-1 n’est pas directement impliquée dans l’entrée virale mais elle est capable d’interagir 
avec la protéine CD81 pour former un complexe qui est nécessaire à l’entrée virale. En effet, il a 
d’abord été montré par des études d’imagerie et de transfert de fluorescence (Fluorescent Resonance 
Energy Transfer, FRET) que CD81 et CLDN-1 s’associent à la surface des hépatocytes
41
. Il a ensuite 
été montré le rôle critique de EL1 dans l’entrée virale puisqu’une mutagenèse dirigée des résidus 32 et 
48 de CLDN-1/EL1 empêche la formation du complexe CD81/CLDN-1 conduisant ainsi à l’inhibition 
de l’entrée virale
42
. De plus, l’utilisation d’anticorps spécifiques de CLDN-1/EL1 empêche l’entrée 
virale en réduisant l’association de CLDN-1 avec CD81
40
. Il a par ailleurs été montré que la formation 
de ce complexe était favorisée par deux récepteurs à activité tyrosine kinase (EGFR et EphA2). 
L’activation de ces deux récepteurs déclencherait un signal permettant la diffusion latérale de CD81 à 
la surface membranaire ce qui est indispensable à son interaction avec CLDN-1
43
. 
(ii) endocytose dépendante de la clathrine et de facteurs cellulaires (Figure 8) : après avoir interagi 
avec une série de récepteurs, le virus est internalisé dans la cellule sous forme de vésicules 
d’endocytose recouvertes de clathrine
44
. En effet, les différentes unités de clathrine vont s’assembler 
pour former une cage protéique autour des vésicules d’endocytoses afin de les acheminer vers les 
endosomes. Ce processus d’endocytose est dépendant de la clathrine
38
 et du complexe CD81/CLDN-
1
45
. De plus, il semblerait que d’autres récepteurs soient impliqués dans ce processus tels que la 
protéine des jonctions serrées occludine (OCLN) et le récepteur de la transferrine 1 (TfR1)
38
. 
 
Figure 8 : Etape d’endocytose et de fusion des membranes virales et endosomales
37
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(iii) fusion dans les endosomes précoces (Figure 8) : à la suite de l’internalisation du VHC, les 
vésicules d’endocytose rejoignent les endosomes précoces où le pH acide permet la fusion des 
membranes virales et endosomales
38
. Par ailleurs, la protéine Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1), 
responsable du transport du cholestérol, serait impliquée dans cette étape de fusion
38
. L’ARN du VHC 
est ensuite libéré permettant ainsi la poursuite du cycle viral et la multiplication du virus dans 
l’organisme, comme nous l’avons vu précédemment (Figure 6). 
 En plus de ce mode d’entrée dans les hépatocytes, le virus est capable de se propager de 
cellule-en-cellule par contact direct (Figure 9). Des facteurs cellulaires tels que CD81/CLDN-1 et les 
récepteurs à activité tyrosine kinase (EGFR et EphA2) seraient impliqués dans ce processus nécessaire 
à la propagation du virus dans l’organisme
37
. 
 
Figure 9 : Processus de transmission cellule-en-cellule
37
 
 Ce mode de transmission de cellule-en-cellule permettrait au virus d’échapper et de résister 
aux DAAs
46
. Par conséquent, développer des agents ciblant les facteurs cellulaires de l’hôte (host-
targeted agents HTAs) impliqués dans l’étape d’entrée virale pourrait être une piste thérapeutique 
prometteuse pour pallier à ce phénomène de transmission. L’entrée du VHC dans les hépatocytes étant 
un processus hautement coordonné et impliquant de nombreux facteurs cellulaires, plusieurs HTAs 
spécifiques de l’entrée virale sont actuellement en cours d’étude. 
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II.1.2. HTAs spécifiques de l’entrée virales actuellement en développement 
 
 ITX5061 (Figure 10) est un inhibiteur du récepteur SRB1 impliqué dans l’adsorption du virus 
à la surface membranaire des hépatocytes. Ce composé est actuellement en phase 1 des essais 
cliniques pour empêcher l’entrée du virus dans les cellules du greffon sain chez les patients infectés 
par le VHC et ayant reçu une greffe du foie. Des études in-vitro ont montré que son association avec 
des DAAs permettait d’avoir un effet synergique contre l’infection virale faisant de cet inhibiteur un 
candidat prometteur pour ce type de combinaison thérapeutique
47
. 
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Figure 10 : Structure d'ITX5061, inhibiteur de SRB1 
 L’erlotinib (Figure 11) est un inhibiteur de l’EGFR, un récepteur à activité tyrosine kinase qui 
favorise la formation du complexe CD81/CLDN-1. Déjà sur le marché pour traiter le cancer, ce 
composé est actuellement en phase 1/2 d’études cliniques
47
 pour empêcher l’entrée du virus dans les 
hépatocytes. 
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Figure 11 : Structure de l'erlotinib, inhibiteur de l’EGFR 
 Développer des HTAs spécifiques de l’entrée virale semblerait donc être une stratégie 
prometteuse pour prévenir la transmission cellule-à-cellule, empêcher la réinfection du foie sain après 
transplantation et traiter l’infection chronique. Qui plus est, administrés en association avec des DAAs, 
ces HTAs spécifiques de l’entrée ont un effet synergique
48
. Parmi les facteurs cellulaires impliqués 
dans ce processus de l’entrée virale, le complexe protéique formé par CD81 et CLDN-1 joue un rôle 
essentiel. Par conséquent, il représente une nouvelle cible thérapeutique très intéressante pour 
empêcher l’entrée du virus dans les hépatocytes et ainsi prévenir l’infection par le VHC. 
 Nous nous sommes donc intéressés à l’identification d’inhibiteurs de ce complexe protéique. 
Pour cela, un test basé sur la technique de Bioluminescence Resonance Energy Transfer (BRET), 
permettant le criblage à haut débit, a été développé. 
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II.2. Utilisation de la technologie de BRET pour le criblage d’une chimiothèque 
généraliste sur le complexe CD81/CLDN-1 
 
II.2.1. Principe de la technologie de BRET et adaptation pour l’étude du complexe 
CD81/CLDN-1 
 
 La technologie de BRET est basée sur le phénomène de bioluminescence mis en évidence 
dans les années 1960. Elle est dérivée d’un processus biologique naturel qui existe chez certains 
organismes marins tels que la méduse Aequorea victoria ou la pensée de mer Renilla reniformis. Cette 
dernière possède une enzyme particulière, la Renilla luciférase (RLuc), qui en catalysant la réaction 
d’oxydation de son substrat, la coelenterazine (luciférine), émet une lumière bleue à 480 nm. Cette 
énergie est transmise à une protéine fluorescente, la Green Fluorescent Protein (GFP), qui émet à une 
autre longueur d’onde. Ce phénomène est appelé bioluminescence. 
 Au cours de l’année 1999, cette technologie de BRET a été adaptée pour étudier des 
interactions protéine-protéine en fusionnant une protéine d’intérêt avec la RLuc donneur d’énergie et 
l’autre protéine d’intérêt avec la GFP accepteur d’énergie.
49, 50
. Pour l’étude du complexe 
CD81/CLDN-1, la RLuc a été attachée à la protéine CD81 tandis que la GFP a été fusionnée à la 
protéine CLDN-1. La luciférase est excitée avec son substrat. Si les deux protéines n’interagissent pas, 
alors seul le signal émis par la luciférase est détecté à 480 nm. Dans le cas contraire, le transfert 
d’énergie de la RLuc vers la GFP conduit à l’émission d’un signal supplémentaire à 530 nm (Figure 
12A)
49, 50
. Parmi les critères nécessaires au transfert d’énergie, la distance entre les deux protéines doit 
être inférieure à 10 nm et le spectre d’émission du donneur doit coïncider avec le spectre d’excitation 
de l’accepteur (Figure 12B)
49, 50
. 
 
Figure 12 : A. Illustration de la technologie de BRET  
B. Représentation du recouvrement du spectre d’émission du donneur et du spectre d’excitation de l’accepteur 
 Cette technologie a été utilisée pour suivre l’interaction entre les protéines CD81 et CLDN-1 
ce qui a permis de réaliser un criblage d’une chiomothèque généraliste de 14400 molécules. 
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II.2.2. Propriétés physico-chimiques des 14400 molécules 
 
 Les 14400 molécules criblées ont été achetées auprès des fournisseurs Asinex et ChemDiv. 
Ces composés ont été sélectionnés à la fois sur la base des règles énoncées par Lipinski et Veber, mais 
aussi sur des critères structuraux, puisque tout composé présentant une fonction électrophile a été 
écarté. 
 Afin de pouvoir estimer les chances d’une molécule à présenter une bonne biodisponibilité, 
des règles, construites sur l’étude des propriétés physico-chimiques d’un panel de composés mis sur le 
marché avant les années 2000, ont été proposées. Suite à cette étude, quatre propriétés structurales ont 
été identifiées comme critiques pour la biodisponibilité, et la règle dite des 5 a été publiée Lipinski et 
al.
51
 en 2001. Cette règle stipule qu’une bonne absorption ou perméabilité est plus probable lorsque le 
composé présente au moins trois des critères suivants :  
 une masse molaire (MW) inférieure à 500 g.mol-1 
 
 un nombre d’atomes accepteurs de liaisons hydrogène (Nombre H-Acc) inférieur à 10 (2x5)  
 
 un nombre d’atomes donneurs de liaisons hydrogène (Nombre H-Don) inférieur à 5 
 
 un clogP inférieur à 5 
 
 Cette règle a ensuite été complétée par celle présentée par Veber et al.
52
 dont les travaux se 
sont appuyés sur l’étude de 1100 composés dont la biodisponibilité orale chez l’animal était connue. 
Ainsi, cette étude a permis de mettre en évidence deux critères qui permettent de favoriser la 
biodisponibilité orale d’un composé :  
 une surface polaire (PSA) inférieure à 140 Å² 
 
 un nombre de liaisons à libre rotation (NRot)  inférieur à 10 
 Ces six propriétés ont été calculées sur l’ensemble des 14400 molécules de la chimiothèque. 
Les résultats sont illustrés dans la Figure 13 sous forme d’histogrammes. 
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Figure 13 : Propriétés physico-chimiques des 14400 composés de la chimiothèque régionale 
 Ces résultats montrent que l’ensemble des composés de la chimiothèque respectent bien les 
deux règles énoncées précédemment et que par conséquent ce panel de composés constitue l’élément 
idéal pour démarrer un criblage biologique en vue de la recherche de hits. 
 
II.2.3. Criblage d’une chimiothèque généraliste sur le complexe CD81/CLDN-1 
 
 Afin de tester rapidement l’ensemble de cette chimiotèque, tout en minimisant les quantités de 
matériel biologique nécessaire, le criblage a été effectué au format 384 puits et les molécules ont été 
testées à une concentration de 10 μM sur des cellules CHO. A l’issue du criblage, ce test a mis en 
évidence deux types de composés : des modulateurs de la conformation du complexe, capables 
d’augmenter le signal de BRET, et des modulateurs de la conformation du complexe capable de 
diminuer le signal de BRET (Figure 14). 
 
Figure 14 : Représentation schématique de l’effet sur le signal de BRET des composés inhibiteurs ou modulateurs du 
complexe CD81/CLDN-1 
 A la suite de ce criblage, les composés augmentant le signal de BRET au-delà de 190% ou le 
diminuant en dessous de 75% par rapport au signal de BRET basal ont été sélectionnés, soit au total 
380 composés (Figure 15). 
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Figure 15 : Résultat du criblage primaire par la technologie de BRET 
 L’activité de ces composés a ensuite été confirmée par des expériences de dose-réponse au 
moyen du même test et en utilisant une gamme de concentrations allant de 40 nM à 10 µM. 152 
composés sont ainsi ressortis comme modulant de manière dose dépendante le signal de BRET et donc 
la conformation du complexe ciblé. Les composés toxiques pour les hépatocytes humains ont été 
éliminés et l’effet inhibiteur de l’entrée virale des 72 composés restants a été mesuré à partir d’un test 
permettant de suivre l’infection d’hépatocytes humains par le VHC et d’un autre permettant de suivre 
uniquement l’étape d’entrée du VHC dans les cellules. 
 
II.3. Identification de modulateurs du complexe CD81/CLDN-1 et validation d’une 
famille  d’inhibiteurs de l’entrée virale 
 
II.3.1. Modèles d’études expérimentaux pour évaluer l’entrée du VHC dans les hépatocytes 
 
 Trois modèles d’étude ont été utilisés respectivement pour le suivi de l’inhibition de 
l’infection virale, le suivi de l’inhibition de l’entrée virale et l’évaluation de la spécificité des 
composés pour le VHC. En parallèle, la viabilité cellulaire des hépatocytes humains a été vérifiée 
(Figure 16). 
 Le premier modèle utilisé permet à la fois de déterminer l’inhibition de l’infection virale ainsi 
que l’éventuelle toxicité des composés. Ce modèle est basé sur la culture cellulaire permettant de 
produire efficacement des particules infectieuses du VHC (Figure 16A). Il repose sur la transfection 
d’une lignée d’hépatocytes humaines Huh-7 avec des ARN d’une souche isolée d’un patient atteint 
d’une hépatite fulminante. Ce système permet de produire des particules virales, appelées VHCcc, 
capables de réinfecter de nouvelles cellules Huh-7. Le génome viral des VHCcc est modifié pour 
exprimer la Firefly luciférase (FLuc) afin de suivre l’infection par luminescence après contamination 
des cellules Huh-7. Ces cellules expriment une autre luciférase, la Gaussia luciférase (GLuc), 
permettant de vérifier la viabilité cellulaire. Si le composé testé sur VHCcc conduit à une inhibition de 
l’infection virale sans diminuer la viabilité des cellules Huh-7, il est alors testé sur le second modèle 
cellulaire. 
 Ce second modèle permet de mesurer l’inhibition de l’entrée virale (Figure 16B). Il est basé 
sur l’utilisation de particules rétrovirales pseudotypées avec les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 
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spécifiques du VHC. Par conséquent, ces pseudo-particules, appelées VHCpp, expriment les 
glycoprotéines E1 et E2 à leurs surfaces. Elles sont obtenues par transfection de cellules humaines 
HEK-293T au moyen de trois vecteurs : le premier code pour les glycoprotéines E1 et E2, le deuxième 
exprime les protéines de la matrice, capside, nucléocapside, protéase, transcriptase inverse et intégrase 
du rétrovirus de la leucémie murine (différentes de celles du VHC, MVL) et le troisième exprime la 
FLuc. Les VHCpp sont sécrétées dans le surnageant de cultures cellulaires et sont utilisées pour 
infecter des hépatocytes humains Huh-7. L’infectiosité des VHCpp est déterminée par quantification 
de l’expression de la FLuc. Ce modèle ne permet d’étudier que l’étape d’entrée puisque ces particules 
ne possèdent pas le génome du VHC et ne sont donc pas capables de se répliquer une fois à l’intérieur 
des hépatocytes.  
 Enfin de manière à montrer la spécificité des composés pour le VHC, des pseudo-particules 
exprimant à leurs surfaces des protéines d’enveloppe du virus RD114 (différentes de celles du VHC) 
ont été utilisées. Ces pseudo-particules ont été construites selon le même schéma que celui décrit 
précédemment mais en utilisant un vecteur exprimant des glycoprotéines différentes de celles du VHC 
(Figure 16C). 
 
Figure 16 : Modèles d'études expérimentaux pour évaluer l’entrée du VHC dans les hépatocytes 
A. Modèle VHCcc permettant d’étudier l’inhibition de l’infection virale et de la viabilité des hépatocytes. Les 
particules virales possèdent les glycoprotéines d’enveloppe et le génome du VHC 
B. Modèle VHCpp permettant d’étudier l’inhibition de l’entrée virale. Les pseudo-particules virales possèdent les 
glycoprotéines d’enveloppe du VHC et le génome du rétrovirus de la leucémie murine (MVL) 
C. Modèle RD114pp permettant d’étudier la spécificité des composés pour le VHC. Les pseudo-particules virales 
possèdent les glycoprotéines d’enveloppe du virus RD114 et le génome du rétrovirus MVL 
 Ces trois modèles expérimentaux ont été utilisés pour identifier des composés capables 
d’inhiber l’entrée virale.  
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II.3.2. Identification d’une famille de modulateurs du complexe CD81/CLDN-1 capables 
d’inhiber l’entrée du VHC dans les hépatocytes 
 
 Les 72 composés sélectionnés à partir du criblage BRET ont été testés sur ces trois systèmes 
cellulaires à une concentration de 10 µM. 24 produits ont montré une inhibition de l’infection des 
hépatocytes par les VHCcc et VHCpp de plus de 50% sans inhiber l’infection par le virus RD114. 
L’activité de ces 24 composés a ensuite été confirmée par des expériences de dose réponse en utilisant 
une gamme de concentrations allant de 40 nM à 10 µM. Une inhibition dose dépendante de l’infection 
virale par les VHCcc et VHCpp a ainsi pu être observée.  
 Ceci a permis d’identifier une famille chimique de quatre modulateurs du complexe 
CD81/CLDN-1 capables d’inhiber l’entrée virale avec des IC50 de l’ordre du micromolaire (Tableau 
3).  
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Tableau 3 : Structures et activités biologiques des 4 composés de la famille identifiée et sélectionnée 
 Ces 4 composés possèdent tous un noyau thiéno[2,3-c]pyrazole substitué en position 1 par un 
méthyle, en position 3 par un phényle et en positon 5 par une fonction amide. L’atome d’azote de cette 
fonction amide est lié à une amine protonable par une chaîne carbonée constituée de trois chainons 
méthyléniques. Plusieurs stratégies ont été envisagées pour modifier les différentes régions de cette 
entité moléculaire afin de pouvoir établir des relations structure-activité.  
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III. Relations structure-activité en série thiénopyrazole 
 
 Après avoir identifié et sélectionné 4 hits présentant le même squelette thiénopyrazole, 
différentes parties de la molécule de référence 1 ont été modifiées pendant la phase d’optimisation afin 
d’établir des relations structure-activité. Ces modifications sont présentées en Figure 17. 
 
Figure 17 : Modifications envisagées pour l'optimisation du composé 1 
 Dans un premier temps, et dans le but de valider l’importance du cycle 3-phénylthiéno[2,3-
c]pyrazole, son remplacement par un benzène, un thiophène, ou des cycles quinoléines, naphtyles et 
bi-phényles a été envisagé. 
 
 La nature du groupement en position 3 du noyau thiéno[2,3-c]pyrazole a ensuite été modifiée 
en introduisant une pyridine ou un groupement méthyle. Par la suite, l’effet électronique et la position 
du substituant présent sur le cycle phényle ont été évalués. 
 
 Les modifications précédemment décrites ont été réalisées à la fois avec la benzylpipérazine, 
pour obtenir des analogues de la molécule 1, et avec la 3,5-diméthylpipéridine, pour obtenir des 
analogues de la molécule 2. 
 
 Une réduction d’un chainon méthylénique de la chaine aliphatique carbonée, son élimination 
ou sa rigidification par l’introduction d’un groupement alcyne, ont permis d’évaluer l’importance de 
cette chaine pour l’activité du composé. Par ailleurs, il a été envisagé de substituer l’atome d’azote de 
la fonction amide par un méthyle afin de compléter ces relations structure-activité.  
 
 Pour finir, la modification de la benzylpipérazine de la molécule 1 a très largement été 
explorée afin d’examiner l’impact :  
 de la basicité (via le remplacement de la pipérazine par une pipéridine, une morpholine, un 
imidazole ou un cyclohexyle) 
 
 de l’encombrement stérique (via le remplacement de la benzylpipérazine par des groupements 
phénylpipérazine ou méthylpipérazine) 
 
 du nombre d’atomes d’azote protonables  
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 du remplacement de la benzylpipérazine par une fonction éther ou des amines aliphatiques non 
cycliques. 
 Afin d’évaluer l’inhibition de l’infection virale, l’inhibition de l’entrée du VHC dans les 
hépatocytes, la spécificité pour le VHC et la non toxicité des composés pour les hépatocytes, tous les 
analogues synthétisés ont été testés sur les 3 modèles cellulaires décrits précédemment (Figure 16). 
Les composés qui ne permettaient pas d’inhiber l’infection virale n’ont pas été testés sur le modèle 
cellulaire spécifique de l’entrée virale (VHCpp). 
 
III.1. Importance du noyau 3-phenylthiéno[2,3-c]pyrazole 
 
III.1.1. Analogues envisagés 
 
 L’importance du noyau 3-phénylthiéno[2,3-c]pyrazole a été évaluée sur les composés 1 et 2 
(série benzylpipérazine et 3,5-diméthylpipéridine respectivement), en remplaçant cet hétérocycle par 
différents cycles aromatiques tels qu’un phényle, des bi-phényles et des naphtyles. Des cycles hétéro-
aromatiques tels qu’un thiophène et des quinoléines ont également été introduits (Figure 18). 
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Figure 18 : Analogues des composés 1 et 2 obtenus en modifiant le noyau 3-phénylthiéno[2,3-c]pyrazole 
 
III.1.2. Synthèses des composés 13 à 26 
 
 La voie de synthèse des composés 13 à 26 est présentée Figure 19. Les deux composés de 
référence 1 et 2 ont également été re-synthétisés afin de confirmer leur activité. La voie de synthèse 
des deux composés de référence sera détaillée dans la prochaine partie III.2. 
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Figure 19 : Schéma de synthèse des composés 13 à 26 
 La première étape a consisté à former les amides (5 à 12) en couplant les acides carboxyliques 
aromatiques commercialement disponibles avec le chlorhydrate de la 3-chloropropylamine en utilisant 
l’HOBt et l’HBTU comme agents d’activation, la diisopropyléthylamine (DIEA) comme base et le 
DMF comme solvant. Les intermédiaires 5 à 12 ont été obtenus avec des rendements supérieurs à 
90%. Le mécanisme réactionnel de cette étape de couplage est détaillé en Figure 20. 
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Figure 20 : Mécanisme réactionnel de couplage entre un acide carboxylique et le chlorhydrate de la 3-chloropropylamine 
en présence d'HOBt/HBTU 
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 L’HBTU est un agent de couplage découvert en 1978. Sa structure a été caractérisée par 
diffraction des rayons X permettant de confirmer qu’il s’agit d’un sel de guanidinium et non 
d’uronium
53
. Il est utilisé afin de générer une espèce activée, l’ester d’HOBt, à partir de l’acide 
carboxylique correspondant et de la base DIEA. Ensuite, l’utilisation de la DIEA permet également 
d’obtenir la 3-chloropropylamine sous forme libre. Celle-ci réagit avec l’ester d’HOBt afin de 
conduire à la formation de l’amide désiré (composés 5 à 12) et à la régénération de l’HOBt. 
 Les composés 13 à 20 et 21 à 26 ont respectivement été obtenus par substitution nucléophile 
de la benzylpipérazine ou de la 3,5-diméthylpipéridine sur les dérivés chlorés 5 à 12. Cette réaction de 
substitution nucléophile a été effectuée en présence de DIEA dans l’acétonitrile
54
. A l’issue d’une 
purification en phase inverse, les produits 13 à 20 (série benzylpipérazine) ont été obtenus avec des 
rendements allant de 17% à 87% et les produits 21 à 26 (série 3,5-diméthylpipéridine) ont été isolés 
avec des rendements variant de 39% à 80%. Ces produits ainsi que les produits de référence re-
synthétisés ont d’abord été testés sur le modèle cellulaire des VHCcc afin d’évaluer leur capacité à 
inhiber l’infection virale. 
 
III.1.3. Résultats et discussion 
 
 Les résultats biologiques obtenus pour les composés 13 à 26 sont présentés dans le Tableau 4. 
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Tableau 4 : Résultats biologiques obtenus pour les composés 1,2 13 à 26 
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 Ces premiers résultats montrent que les composés de référence re-synthétisés 1 et 2 conservent 
des activités de l’ordre du micromolaire (1, IC50 = 2.6 µM – 2, IC50 = 0.8 µM) similaires à celles 
obtenues lors du criblage de la chimiothèque (1, IC50 = 1.0 µM – 2, IC50 = 0.6 µM).  
 En revanche, lorsque le noyau 3-phénylthiéno[2,3-c]pyrazole est remplacé par des 
groupements phényle (13), bi-phényles (14, 15, 21), napthyles (16, 17, 22 et 23), thiophène (18 et 24) 
et quinoléines (19, 20, 25 et 26) aucune activité n’est observée dans la gamme de concentration testée 
(de 40 nM à 10 µM). Ainsi, ces résultats mettent en évidence la nécessité du noyau 3-
phénylthiéno[2,3-c]pyrazole pour l’inhibition de l’infection virale.  
 
III.2. Modification du substituant en position 3 du noyau thiéno[2,3-c]pyrazole 
 
III.2.1. Analogues envisagés 
 
 Afin d’évaluer l’importance du groupement phényle, en position 3 du noyau thiéno[2,3-
c]pyrazole, pour l’activité des composés, le groupement 2-F-phényle en série benzylpipérazine et le 
groupement 3-OMe-phényle en série 3,5-diméthylpipéridine ont été remplacés par un groupement 
méthyle. L’effet électronique sur le cycle phényle a été investigué en introduisant des groupements 
électrodonneurs ou électroattracteurs en différentes positions. Un analogue pyridine a également été 
envisagé pour étudier l’influence de l’introduction d’un hétéroatome. Les différents analogues, 
présentés en Figure 21, ont été synthétisés en séries benzylpipérazine et 3,5-diméthylpipéridine. 
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Figure 21 : Analogues des composés 1 et 2 obtenus en modifiant le substituant en position 3 du noyau thiéno[2,3-
c]pyrazole 
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III.2.2. Rétro-synthèse et synthèses envisagées pour l’obtention des analogues en série 
thiénopyrazole 
 
III.2.2.1. Rétro-synthèse envisagée 
 
 L’arbre de rétrosynthèse utilisé pour synthétiser les composés de référence 1 et 2 et obtenir 
leurs analogues directs est présenté en Figure 22. 
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Figure 22 : Arbre de rétro-synthèse global en série thiénopyrazole 
 Cette voie rétro-synthétique est composée de 6 étapes. L’amine tertiaire est introduite par 
substitution nucléophile sur le dérivé chloré lui-même obtenu par couplage entre l’acide carboxylique 
branché en position 5 du noyau thiéno[2,3-c]pyrazole et la chloropropylamine. Ce noyau 
hétérocyclique peut être obtenu à partir du cycle pyrazole, chloré en position 5 et formylé en position 
4, condensé avec l’acide thioglycolique. La chloration et la formylation du cycle pyrazole peuvent 
s’effectuer sur l’analogue pyrazole hydroxylé en position 5 qui est obtenu par condensation de la 
méthylhydrazine sur le dérivé β-cétoesters approprié. 
 Cet arbre rétro-synthétique a permis de synthétiser les deux produits de références 1 et 2 ainsi 
que leurs analogues modifiés en position 3 du noyau thiéno[2,3-c]pyrazole. 
 
III.2.2.2. Synthèse des intermédiaires thiénopyrazole présentant une fonction acide 
carboxylique à partir des β-cétoesters commercialement disponibles 
 
 Comme nous l’avons vu avec l’arbre de rétro-synthèse, la première étape a consisté à obtenir 
les intermédiaires 1-méthyle-5-hydroxy-pyrazoles substitués par des groupements différents en 
positions 3 à partir des β-cétoesters commercialement disponibles et de la méthylhydrazine
55
 selon le 
schéma de synthèse présenté en Figure 23 :  
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Figure 23 : Schéma de synthèse des composés 27 à 36 
 Cette première étape correspond à une réaction de couplage entre l’atome d’azote disubstitué 
de la méthylhydrazine et l’ester éthylique du dérivé β-cétoesters engagé dans la synthèse. Le second 
atome d’azote attaque ensuite la cétone de façon intramoléculaire pour aboutir après prototropie et 
élimination d’une molécule d’eau au produit de cyclisation. Enfin cet intermédiaire conduit au 
pyrazole attendu par tautomérie. 
 Le mécanisme réactionnel générique pour la formation des différents pyrazoles attendus est 
proposé en Figure 24. 
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Figure 24 : Mécanisme réactionnel pour la synthèse du pyrazole attendu 
 A partir des conditions réactionnelles décrites dans la littérature
55
, seul l’isomère désiré a été 
observé et isolé pour les composés 27 à 35. En revanche, lorsque ces mêmes conditions ont été 
appliquées pour obtenir le composé 36, deux isomères ont été observés dans des proportions 
identiques (Figure 23). L’ajout de 0.2 équivalent d’une solution d’acide chlorhydrique concentrée à 
37% a permis d’observer et d’isoler seulement l’isomère 36 désiré. Sa structure a été confirmée par 
analyse RMN à 2 dimensions. 
 Les composés 27 à 36 ont été obtenus après purification avec des rendements allant de 34% à 
99% (Tableau 5). Le faible rendement obtenu pour le composé 30 peut être expliqué par 
l’encombrement stérique plus important lié par la présence de l’atome de chlore en position 2 du cycle 
aromatique. 
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Tableau 5 : Rendements de l'étape de formation du pyrazole pour les composés 27 à 36 
 La formylation des composés 27 à 36 a été réalisée via la formation in situ du réactif de 
Vilsmeier-Haack
56, 57
. Le trichlorure de phosphoryle (POCl3) et le DMF ont été mis en réaction dans 
un premier temps à 0 °C pendant 30 min de manière à former le réactif de Vilsmeier-Haack. Puis 
chaque pyrazole (27 à 36), en solution dans le DMF, a été ajouté séparément à ce mélange en présence 
de POCl3. La solution a alors été agitée pendant 24 h à 115 °C (Figure 25). 
N
N
Cl
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RN
N
OH
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(i) POCl3 (12 eq)
DMF (8 eq)
24 h - 115 °C
27 - 36 37 - 46
Rdt = 31% - 95%
(ii) H2O
30 min - 0 °C
 
Figure 25 : Schéma de synthèse des composés 37 à 46 
 Le mécanisme réactionnel pour cette étape est illustré en trois temps (Figure 26, Figure 27, 
Figure 28). Dans un premier temps, le réactif de Vilsmeier-Haack est formé in situ par addition 
nucléophile du DMF sur POCl3 (Figure 26). 
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Figure 26 : Mécanisme réactionnel de formation du réactif de Vilsmeier-Haack 
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 L’intermédiaire iminium est ensuite formé par substitution électrophile du réactif de 
Vilsmeier-Haack en position 4 du noyau pyrazole (Figure 27). 
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Figure 27 : Mécanisme réactionnel pour la formation de l'intermédiaire iminium 
 Le groupement hydroxyle réagit ensuite avec POCl3 pour conduire à la formation du dérivé 5-
chloro-pyrazole (Figure 28). 
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Figure 28 : Mécanisme réactionnel de formation du pyrazole chloré en position 5 et formylé en position 4 
 La réaction de chloration est réalisée par l’attaque nucléophile de la fonction hydroxyle sur 
POCl3 ce qui permet de former le groupement PO2Cl2 qui présente une meilleure aptitude nucléofuge 
que le groupement hydroxyle. Puis, la substitution nucléophile aromatique par l’ion chlorure conduit 
au produit chloré. Enfin, l’iminium est hydrolysé pour conduire aux composés 37 à 46. 
 Une optimisation des conditions réactionnelles a été nécessaire pour pouvoir réaliser dans une 
même étape la chloration et la formylation du noyau pyrazole. En effet, dans un premier temps, un 
excès de POCl3 était utilisé dans le DMF pour former le réactif de Vilsmeier-Haack. L’addition du 
composé 27, en solution dans le DMF, au réactif de Vilsmeier-Haack sans rajout de POCl3 
supplémentaire conduisait uniquement à la formylation du pyrazole et non à sa chloration. Pour cette 
raison, il a été décidé de rajouter une quantité de POCl3 similaire à celle de DMF, utilisée pour 
solubiliser le composé 27, de manière à chlorer le pyrazole. Les différents rendements obtenus pour les 
produits 37 à 46 sont présentés dans le Tableau 6. 
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Composé Structure Rendement Composé Structure Rendement 
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Tableau 6 : Rendements de l'étape de chloration et formylation pour les composés 37 à 46 
 Les composés 37 à 46 ont été obtenus après purification avec des rendements allant de 31% à 
93%. Le faible rendement obtenu pour le composé 38 (31%) s’explique par la formation d’un produit 
secondaire. Après purification et caractérisation par RMN et LC/MS, ce produit secondaire a été 
identifié comme étant le 5-chloro-3-(3-hydroxyphényle)-1-méthyle-4-formyl-pyrazole. Le mécanisme 
de formation proposé pour la synthèse de ce produit secondaire est présenté en Figure 29. 
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Figure 29 : Mécanisme réactionnel proposé pour la formation du produit secondaire 38' 
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 Le noyau thiénopyrazole a ensuite été formé à partir des composés 37 à 46 obtenus 
précédemment. Comme cela a été décrit dans la littérature
58
, la formation du noyau thiéno[2,3-
c]pyrazole a été effectuée par réaction des dérivés 5-chloro-1-méthyle-4-formyl-pyrazoles avec l’acide 
thioglycolique en présence d’hydroxyde de potassium (KOH) dans un mélange méthanol/eau (8/2). La 
réaction a été menée à 80 °C pendant 24 h. Cependant, après ce délai aucun produit n’a été observé. Il 
a donc été décidé de réaliser cette réaction au moyen de l’ester thioglycolate d’éthyle et de saponifier 
l’ester obtenu. La réaction a été réalisée en présence de carbonate de sodium (Na2CO3) dans l’éthanol 
à 80 °C pendant 24 h
59
. L’utilisation de ces conditions réactionnelles a donc permis d’isoler les 
composés désirés (47 à 56). Ces voies réactionnelles sont présentées en Figure 30. 
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Figure 30 : Schéma de synthèse des composés 47 à 56 
 Le mécanisme de formation du noyau thiéno[2,3-c]pyrazole, en deux étapes, est illustré dans 
la Figure 31. 
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Figure 31 : Mécanisme de formation du noyau thiéno[2,3-c]pyrazole 
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 La base arrache le proton en α de la fonction carbonyle du thioglycolate d’éthyle puis le 
carbanion obtenu réagit sur la fonction aldéhyde présente sur le noyau pyrazole. Après élimination 
d’une molécule d’eau, une substitution nucléophile aromatique intramoléculaire via l’attaque du soufre 
sur le carbone portant le chlore permet d’aboutir à la formation du noyau thiéno[2,3-c]pyrazole désiré 
(composés 47 à 56). Les différents rendements obtenus pour les produits 47 à 56 sont présentés dans le 
Tableau 7. 
Composé Structure Rendement Composé Structure Rendement 
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Tableau 7 : Rendements de l’étape de cyclisation permettant la synthèse des composés 47 à 56 
 Les composés 47 à 56 ont été obtenus après purification avec des rendements allant de 45% à 
99%. 
 La saponification en présence d’hydroxyde de potassium (KOH) dans l’éthanol a conduit à la 
formation des acides carboxyliques correspondants (57 à 66) avec des rendements variant de 80% à 
95% (Figure 32). 
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Rdt = 80% - 99% 
Figure 32 : Schéma de synthèse des composés 57 à 66 
III.2.2.3. Formation des dérivés N-[3-(4-benzylpipérazin-1-yl)propyl]-amide et N-[3-(3,5-
diméthyl-1-pipéridyl)propyl]-amide à partir des acides carboxyliques 57 à 66 
 
 Deux étapes ont été nécessaires pour obtenir les composés 1 et 77 à 85 de la série 
benzylpipérazine et 2 et 86 à 93 de la série 3,5-diméthylpipéridine. Ces deux étapes, identiques à celles 
présentées dans la section III.1, ont consisté en un couplage entre les intermédiaires acides 
carboxyliques 57 à 66 et le chlorhydrate de la 3-chloropropylamine puis en une substitution 
nucléophile des dérivés chlorés obtenus 67 à 76 par la benzylpipérazine (composés 1 et 77 à 85) ou par 
la 3,5-diméthylpipéridine (composés 2 et 86 à 93). 
 La réaction de couplage a été mise au point à partir du chlorhydrate de la 3-chloropropylamine 
et de l’acide carboxylique 59 précédemment synthétisé. Pour cela, deux agents de couplage ont été 
essayés : l’HBTU  associé à l’HOBt et l’anhydride propylphosphonique T3P (Figure 33). 
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Figure 33 : Essais de couplage entre l'intermédiaire acide carboxylique 59 et le chlorhydrate de la 3-chloropropylamine 
 Bien qu’une conversion égale à 83% du réactif 59 en produit désiré 69 ait été observée après 
18 h de réaction avec l’agent de couplage T3P dans l’AcOEt, ces conditions n’ont pas été retenues 
puisque l’utilisation d’HBTU en présence d’HOBt dans le DMF a permis d’observer une conversion 
totale du réactif de départ 59 après 12 h de réaction. C’est donc cette seconde condition qui a été 
choisie et qui a permis l’obtention des composés 67 à 76 avec des rendements supérieurs à 80%. 
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 Les composés 1, 77 à 85 et 2, 86 à 93 ont été obtenus par substitution nucléophile (SN2) des 
dérivés chlorés 67 à 76 par la benzylpipérazine ou la 3,5-diméthylpipéridine respectivement. Cette 
réaction a été effectuée en présence de DIEA dans l’acétonitrile
54
. Le choix de ce solvant pour cette 
SN2 se justifie par le fait qu’il s’agit d’un solvant aprotique, permettant de renforcer la réactivité 
nucléophile de l’amine puisqu’aucune liaison hydrogène ne peut être formée avec le solvant, et polaire 
afin de dissoudre l’amine (Figure 34). 
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Figure 34 : Schéma de synthèse des composés 1, 2, 77 à 85 et 86 à 93 
 Les différents rendements obtenus pour les synthèses des produits 1, 2, 77 à 93 sont présentés 
dans le Tableau 8. 
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Tableau 8 : Rendements obtenus pour la synthèse des composés 1, 2, et 77 à 93 
 Bien que les conversions aient été totales pour ces différentes réactions, les faibles rendements 
obtenus, allant de 15% à 56%, s’expliquent par la formation d’un même type de produit secondaire 
cyclique lors de la synthèse de tous les analogues. Une analyse des spectres de masse a permis de 
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montrer une absence de profil chloré ce qui nous a conduit à envisager une réaction de substitution 
intramoléculaire. A partir de la réaction s’effectuant avec le produit de départ 67, le produit secondaire 
94 a été isolé et sa structure a été confirmée par RMN. Le mécanisme de formation du produit 
secondaire 94 est proposé en Figure 35. 
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Figure 35 : Mécanisme proposé pour la formation du produit secondaire 94 
 Une délocalisation du doublet non liant de l’azote de l’amide entraine une substitution 
nucléophile intramoléculaire de l’oxygène sur l’atome de carbone portant le chlore conduisant au 
composé 94. Sa formation est d’autant plus favorisée que la conjugaison avec le noyau aromatique lui 
confère une certaine stabilité. 
 Les proportions obtenues pour ce produit ont varié de 7% en série 3,5-diméthylpipéridine à 
15% en série benzylpipérazine. La formation de ce produit secondaire dépend de l’amine mise en jeu 
et de sa nucléophilie. Moins cette amine est nucléophile et plus la réaction de cyclisation est observée. 
 Tous les composés ainsi synthétisés ont ensuite été testés dans les modèle cellulaires VHCcc 
et VHCpp afin d’évaluer l’inhibition de l’infection virale et l’inhibition de l’entrée virale 
respectivement. 
 
III.2.3. Résultats et discussion 
 
 Les résultats biologiques concernant la série benzylpipérazine (composé 1, 77 à 85) sont 
présentés dans le Tableau 9. 
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Tableau 9 : Résultats biologiques obtenus pour les composés 1, 77 à 85 
 Par rapport au composé de référence 1 (IC50 = 2.6 µM et 2.7 µM sur VHCcc et VHCpp 
respectivement) avec un atome de fluor en position 2 du cycle aromatique, l’introduction d’un cycle 
phényle non substitué (78, IC50 = 3.0 µM et 2.3 µM) ne modifie pas l’activité. De plus, une activité du 
même ordre de grandeur est observée lorsque le cycle phényle est substitué par un groupement 
méthoxy en position 3 (77, IC50 = 3.4 µM et 3.0 µM) ou par un atome de chlore en position 2 (79, 
IC50 = 2.6µM sur VHCcc). Ces résultats montrent que les positions 2 et 3 du cycle phényle peuvent 
être substituées. 
 En revanche, l’introduction en position 4 d’un atome de chlore (80), d’un groupement 
trifluorométhyle (81), méthoxy (82), ou méthyle (83) conduit à des composés inactifs avec des IC50 > 
10 µM sur VHCcc suggérant qu’un groupement électrodonneur ou électroattracteur dans cette position 
n’est pas toléré. Par ailleurs, l’introduction d’un cycle pyridine aboutit également à un composé inactif 
dans la gamme de concentration testée (84, IC50 > 10 µM). Cependant, la présence d’un cycle 
aromatique semble être importante pour l’activité des composés puisque son remplacement par un 
groupement méthyle (85, IC50 > 10 µM) entraine une perte d’activité. Ces résultats montrent 
qu’aucune des modifications envisagées n’a permis d’améliorer l’activité des composés.  
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Concernant la série 3,5-diméthylpipéridine, les résultats biologiques figurent dans le Tableau 10. 
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Tableau 10 : Résultats biologiques obtenus pour les composés 2, 86 à 93 
 Les résultats observés pour la série 3,5-diméthylpipéridine confirment ceux obtenus pour la 
série benzylpipérazine. En effet, l’introduction d’un cycle aromatique substitué en position 2 par un 
atome de fluor (86, IC50 = 0.9 µM et 1.3 µM respectivement sur VHCcc et VHCpp) ou non substitué 
(87, IC50 = 0.9 µM et 3.3 µM) permet de conserver une activité identique au composé de référence 2 
(IC50 = 0.9 µM et 0.9 µM). 
 Par ailleurs, le remplacement du cycle aromatique par un groupement méthyle (93) conduit à 
une perte d’activité avec une IC50 > 10 µM sur le modèle VHCcc mettant en évidence le caractère 
important d’un groupement aromatique dans cette position. De plus, les composés possédant un cycle 
aromatique substitué en position 4 par un atome de chlore (88), un groupement triflurométhyle (89), 
méthoxy (90) ou méthyle (91) sont inactifs (IC50 > 10 µM sur VHCcc) indiquant que la substitution en 
position 4 n’est pas tolérée. A l’inverse de ce qui a été observé précédemment, le composé substitué 
par le groupement pyridine (92) est actif sur les modèles cellulaires VHCcc et VHCpp avec des 
IC50 égales à 0.9 µM et 3.7 µM respectivement mais il est également actif sur le modèle cellulaire 
RD114pp (IC50 = 4.7 µM) indiquant un manque de spécificité pour le VHC. 
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III.2.4. Conclusion 
 
 L’ensemble des résultats obtenus indique qu’un cycle aromatique en position 3 du noyau 
thiéno[2,3-c]pyrazole est important pour l’activité du composé puisque lorsque ce groupement est 
remplacé par un groupement méthyle aucune activité n’est observée (IC50 > 10 µM sur VHCcc). La 
substitution en position 4 du cycle aromatique ne semble pas être tolérée puisque tous les composés 
synthétisés possédant un cycle aromatique substitué en cette position se sont révélés inactifs dans la 
gamme de concentration testée. Enfin, un cycle phényle non substitué, substitué en position 2 par un 
atome de fluor, ou en position 3 par un groupement méthoxy ou non substitué est toléré et a conduit à 
des composés présentant une activité de l’ordre du micromolaire (Figure 36).  
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Figure 36 : Groupements 3-phénylthiéno[2,3-c]pyrazole tolérés en série benzylpipérazine et 3,5-diméthylpipéridine 
 Néanmoins, aucune amélioration de l’activité n’a été observée lors de l’évaluation de ces 
analogues et d’autres modifications ont donc été envisagées en choisissant le cycle 2-F-phényle 
comme substituant de référence pour la position 3 du noyau thiéno[2,3-c]pyrazole. 
 
III.3. Modification du substituant en position 5 du noyau thiéno[2,3-c]pyrazole 
 
 Dans cette dernière partie, la nature du substituant en position 5 du noyau thiéno[2,3-
c]pyrazole a été étudiée de plusieurs façons : soit par le remplacement du groupement 1-benzyl-4-
propyl-pipérazine par d’autres groupements ; soit en modifiant la chaine aliphatique carbonée ; et soit 
en remplaçant la benzylpipérazine par d’autres amines. 
 
III.3.1. Modification du groupement 3-(4-benzylpipérazin-1-yl)propan-1-1amino du composé 
1 
 
III.3.1.1. Analogues envisagés 
 
 Afin d’étudier l’influence de la chaîne 1-benzyl-4-propyl-pipérazine sur l’activité du composé, 
celle-ci a été remplacée par des groupements aliphatiques et aromatiques tout en conservant la 
fonction amide. Cette fonction amide a également été remplacée par une fonction acide carboxylique 
et une fonction ester éthylique. Toutes ces modifications envisagées sont présentées en Figure 37. 
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Figure 37 : Analogues du composé 1 obtenu en modifiant la chaîne 3-(4-benzylpipérazin-1-yl)propan-1-amino 
 Les analogues possédant la fonction ester éthylique 47 et acide carboxylique 57 sont des 
intermédiaires issus de la synthèse décrite précédemment (Figure 30, Figure 32). La stratégie de 
synthèse des analogues amides est présentée en Figure 38. 
 
III.3.1.2. Synthèse des composés 95 à 105 
 
 La synthèse des différents analogues a été réalisée par couplage entre les amines 
commercialement disponibles et l’intermédiaire acide carboxylique 57 précédemment décrit. Les 
conditions de couplage, décrites Figure 38, ont été les mêmes que celles utilisées pour la synthèse des 
analogues 67 à 76. 
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Figure 38 : Schéma de synthèse des analogues 95 à 105 
 Les composés 95 à 105 ont été obtenus avec des rendements supérieurs à 60%. La synthèse du 
carboxamide 106 a été lancée en utilisant les mêmes conditions de couplage avec de l’ammoniac en 
solution dans le méthanol. Cependant, après 48 h d’agitation à TA aucune réaction n’a été observée. 
Le remplacement de la solution d’ammoniac dans le méthanol par du chlorure d’ammonium dans les 
conditions de couplage décrites précédemment a permis d’observer le produit désiré après seulement 
2 h de réaction et de l’isoler avec un rendement de 96% (Figure 39).  
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Figure 39 : Schéma de synthèse du composé 106 
 Tous les composés ont été testés dans le modèle cellulaire VHCcc afin d’évaluer leur capacité 
à inhiber l’infection virale. 
 
III.3.1.3. Résultats et discussion 
 
 Les activités biologiques obtenus pour les composés 1, 47, 57, 95 à 106 sont présentés dans le 
Tableau 11. 
S
N
N
O F
 
Composé Substituant 
IC50 (µM) 
VHCcc 
Composé Substituant 
IC50 (µM) 
VHCcc 
1, référence 
 
N
N N
H
 
2.6 
(VHCcc) 
100 
N
N
 
> 10 
47 O  > 10  101 N
N
H  
> 10  
57 
H
O  > 10  102 
N
 
> 10  
95 NH  
> 10  103 N
N
 
> 10  
96 N
H  
> 10 104 
N
H  
> 10  
97 
N
H  
> 10  105 
N
H
 
> 10  
98 
N
H  
> 10  106 H2N  > 10  
99 N
 
> 10     
Tableau 11 : Résultats biologiques obtenus pour les composés 1, 47, 57, et 95 à 106 
 Le remplacement du groupement 3-(4-benzylpipérazine-1-yl)propan-1-amino (1) par une 
fonction ester éthylique (47), acide carboxylique (57) ou carboxamide (106), par des amines 
aliphatiques (95 à 98, 101 et 102), des amines secondaires cycliques (99, 100 et 103), l’aniline (104) 
ou la benzylamine (105) a conduit à des composés inactifs (IC50 > 10 µM). Ceci est peut être dû à 
l’absence de la chaine propyle car le composé 103 qui est l’analogue du composé 1 sans la chaine 
aliphatique carbonée est inactif. Pour évaluer plus en détails l’importance de cette chaine carbonée, il a 
été décidé de la moduler. 
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III.3.2. Modulation de la chaine aliphatique carbonée 
 
III.3.2.1. Stratégie de synthèse 
 
 Une réduction d’un chainon méthylique de la chaine aliphatique carbonée ou sa rigidification 
par l’introduction d’un groupement alcyne sont des modifications qui ont été envisagées pour étudier 
l’importance de cette chaine aliphatique carbonée. Par ailleurs, l’atome d’azote de la fonction amide a 
été substitué par un méthyle afin de compléter ces relations structure-activité. Tous ces modifications 
ont été effectuées dans la série benzylpipérazine avec le noyau thiéno[2,3-c]pyrazole substitué en 
position 3 par le 2-F-phényle comme l’illustre la Figure 40. 
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Figure 40 : Analogues du composé 1 obtenus en modifiant la chaine aliphatique carbonée 
 La stratégie de synthèse de ces analogues est décrite Figure 41. 
 
III.3.2.2. Synthèse des analogues 110 à 112 
 
 Les composés désirés ont été synthétisés en deux étapes. La première étape a consisté à 
coupler le dérivé chloroamine, possédant la chaine aliphatique adéquate, avec l’intermédiaire acide 
carboxylique 57. Les intermédiaires chlorés 107 à 109 ont ensuite été substitués par la 
benzylpipérazine. Les conditions réactionnelles pour ce processus couplage/substitution nucléophile, 
décrites en Figure 41, ont été les mêmes que celles utilisées précédemment. 
NH
N
N
N
S
OOH
F
N
N
S
ON
F
R
X
Cl
X
Cl N
H
R
N
N
S
ON
F
R
X
N
N
DIEA (3 eq)
MeCN
12 h - reflux
HOBt (0.3 eq)
HBTU (1.3 eq)
DIEA (4 eq)
57
DMF
12 h - TA
107 - 109
Rdt > 93%
110 - 112
Rdt = 3% - 58%
(1.2 eq)
(1.1 eq)
 
Figure 41 : Schéma de synthèse des composés 107 à 112 
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 Les rendements obtenus à l’issue de l’étape de couplage ont été supérieurs à 93% (composés 
107 à 109), tandis que ceux de l’étape de substitution nucléophile par la benzylpipérazine ont été 
beaucoup plus faibles (Tableau 12). 
N
N
X
N
O
S
N
N
F
R
 
Composé R X Rendement 
110 H -(CH2)2- 3% 
111 H -CH2-C≡C-CH2- 58% 
112 CH3 -(CH2)3- 25% 
Tableau 12 : Rendements obtenus pour les composés 110 à 112 
 Les composés 110, 111 et 112 ont été obtenus après purification avec des rendements allant de 
3%, 58% et 25% respectivement. Le très faible rendement observé pour le composé 110 s’explique par 
la formation d’un produit secondaire 113 (Figure 42) issue d’une réaction secondaire identique à celle 
observée pour l’obtention du composé 94. 
N
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-HCl
107 113  
Figure 42 : Mécanisme proposé pour la formation du produit secondaire 113 et structure du produit 94 obtenu 
précédemment 
 Pour rappel, la proportion de produit secondaire 94, présentant un cycle à six sommets, était de 
15%. Elle a été de 50% pour le produit secondaire 113. En plus de la conjugaison avec le noyau 
aromatique observée pour les deux composés, la stabilité relative d’un cycle à cinq sommets par 
rapport à un cycle à six peut être une raison de cette proportion plus élevée. 
 Comme attendu, aucun produit secondaire de ce type n’a été observé lors de la synthèse des 
composés 111 et 112. La rigidité de la chaine alcyne de l’intermédiaire chloré 108 et la présence du 
groupement méthyle sur l’intermédiaire chloré 109 ont empêché la réaction de cyclisation 
intramoléculaire. Les rendements faibles à modérés obtenus pour les composés 111 et 112 
s’expliquent par la nécessité de faire une purification par HPLC préparative.  
 Afin d’éviter cette cyclisation intramoléculaire observé avec le dérivé chloré 107, il a été 
décidé de modifier l’enchainement réactionnel en synthétisant dans un premier temps la 2-(4-
benzylpipérazin-1-yl)éthanamine via une réaction de substitution nucléophile de la 2-chloroéthylamine 
par la benzylpipérazine. Dans un second temps, le couplage entre la 2-(4-benzylpipérazin-1-
yl)éthanamine et l’intermédiaire acide carboxylique 57 permettrait d’aboutir au composé 110. Cet 
enchainement réactionnel est illustré Figure 43. 
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Figure 43 : Enchainement réactionnel proposé pour la synthèse de l'analogue 110 sans la formation du produit 
secondaire 113 issue de la cyclisation intramoléculaire 
 En utilisant les mêmes conditions réactionnelles de substitution nucléophile que celles 
utilisées précédemment et décrites dans la littérature
54
, l’intermédiaire 2-(4-benzylpipérazin-1-
yl)éthanamine n’a jamais été observé et n’a donc pas pu être isolé. Cela pourrait provenir du fait que le 
réactif 2-chloroethylamine réagisse sur lui-même pour conduire à la formation d’une aziridine moins 
réactive. Afin d’éviter ce type de réaction secondaire, la 2-chloroéthylamine a été protégée 
quantitativement par un groupement Boc pour aboutir au composé désiré 114 (Figure 44). 
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Figure 44 : Enchainement réactionnel envisagé pour la synthèse de l'intermédiaire 2-(4-benzylpipérazin-1-yl)ethanamine 
 Une fois protégée, le composé 114 a été engagé dans une réaction de substitution nucléophile 
avec la benzylpipérazine mais la 2-(4-benzylpipérazin-1-yl)éthanamine n’a jamais été observée pour 
des raisons que l’on ignore. Il a donc été décidé de continuer en se basant sur la voie réactionnelle 
utilisée jusqu’à présent. 
 
III.3.2.3. Résultats et discussion 
 
 Les résultats biologiques obtenus pour les composés 110 à 112 sont présentés dans le Tableau 
13. 
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S
N
N
O F
 
Composé Groupement IC50 (µM) 
1, référence 
N
N N
H
 
2.6 (VHCcc) 
2.7 (VHCpp) 
110 
N
H
N
N
 
Inhibition partielle  
(VHCcc) 
111 N
H
N
N
 
> 10 (VHCcc) 
112 
N
N N
 
2.3 (VHCcc) 
3.0 (VHCpp) 
Tableau 13 : Activités biologiques obtenues pour les composés 1, et 110 à 112 
 La rigidification de la chaine carboné au moyen d’un groupement alcyne (111) conduit à une 
perte d’activité (IC50 > 10 µM sur VHCcc). En revanche, un substituant méthyle sur l’atome d’azote 
de la fonction amide est toléré puisque les activités sur les modèles VHCcc et VHCpp sont conservées 
(112, IC50 = 2.3 µM et 3.0 µM, respectivement). Par ailleurs, une réduction de la longueur de chaîne 
carbonée d’un chaînon méthylénique (110) entraîne une inhibition partielle de l’infection virale.  
 Afin de corroborer ce résultat d’inhibition partielle, il a été décidé de synthétiser l’analogue du 
composé 110 en série 3,5-diméthylpipéridine (composé 115). Ce composé a été obtenu selon le même 
processus en deux étapes que celui décrit précédemment : couplage de la 2-chloroéthylamine avec 
l’intermédiaire acide carboxylique 57 puis substitution nucléophile du dérivé chloré par la 3,5-
diméthylpipéridine. Les produits ont été obtenus avec des rendements de 93% et 32% respectivement 
pour ces deux étapes (Figure 45). Le meilleur rendement obtenu pour l’étape de substitution 
nucléophile est dû à la formation en moins grande quantité du produit secondaire 113 issu de la 
cyclisation intramoléculaire de 107. Cela peut s’expliquer par le fait que la 3,5-diméthylpipéridine est 
plus nucléophile que la benzylpipérazine.  
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Figure 45 : Schéma de synthèse de l'analogue 115 
 Ce composé 115 a été testé dans le modèle cellulaire VHCcc et une inhibition partielle a 
également été observée. 
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III.3.3. Conclusion 
 
 L’ensemble des résultats concernant les modifications autour de la chaîne propylamide 
branché en position 5 du noyau 3-(2-F-phényl)-thiéno[2,3-c]pyrazole montre l’importance de celui-ci 
pour l’activité du composé. En effet, les résultats obtenus suggèrent que trois chainons méthyléniques 
entre la fonction amide et l’amine secondaire cyclique sont nécessaires pour l’activité du composé. La 
substitution de l’atome d’azote de la fonction amide par un méthyle n’améliorant pas l’activité, il a été 
décidé de continuer les relations structure-activité avec l’atome d’azote non substitué (Figure 46).  
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IC50 de l'ordre du micromolaire sur VHCcc et VHCpp pour les deux composés
R : H ou CH3
 
Figure 46 : Structure des composés ayant conservé une activité 
 
III.3.4. Modification autour du groupement benzylpipérazine 
 
III.3.4.1. Analogues envisagés 
 
 Plusieurs modifications autour du groupement benzylpipérazine ont été effectuées afin de 
déterminer l’impact de la basicité, de l’encombrement stérique et du nombre d’atomes d’azote 
protonables. Par ailleurs, l’introduction d’autres fonctions telles qu’un éther ou une amine aliphatique 
a permis de compléter ces relations structure-activité. 
 Toutes ces modifications ont été envisagées avec le noyau thiéno[2,3-c]pyrazole substitué en 
position 3 par le groupement 2-F-phényle. Elles sont présentées en Figure 47. 
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Figure 47 : Analogues du composé 1 obtenus en modifiant le groupement benzylpipérazine 
 En fonction de la nature de l’analogue à synthétiser deux stratégies de synthèse ont été 
utilisées. 
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III.3.4.2. Synthèses des composés 116 à 136 
 
 Afin de pouvoir synthétiser tous ces analogues, une synthèse à l’échelle de 8 grammes de 
l’intermédiaire acide carboxylique 57 a été effectuée en se basant sur la même voie de synthèse que 
celle décrite dans la partie III.2. Ainsi, le composé 57 a pu être obtenu avec un rendement global de 
45% sur quatre étapes. Il avait été obtenu précédemment avec un rendement de 35% à l’échelle du 
gramme. 
 9 analogues ont pu être obtenus par couplage entre l’intermédiaire acide carboxylique 57 et 
l’amine désirée commercialement disponible. Le schéma de synthèse de ces composés est présenté en 
Figure 48. 
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Figure 48 : Schéma de synthèse des analogues 116 à 124 
 Les composés 116 à 124 ont été obtenus avec des rendements allant de 5% à 96%. Le faible 
rendement obtenu pour le composé 124 est dû à un problème survenu lors de la purification par HPLC 
préparative. L’analogue 117 protégé par un groupement carbamate Boc a pu être déprotégé en 
condition acide pour conduire au composé 125 avec un rendement de 70% selon le schéma de 
synthèse décrit en Figure 49.  
N
N
S
ONH
N
F
H
Boc
N
N
S
ONH
N
+
F
H
H
H
Cl
117
HCl (4 M dans le dioxane) - 10 eq
Dioxane
3 h - TA
125
Rdt = 70%
 
Figure 49 : Déprotection du produit 117 et l’obtention du composé 125 
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 Afin de synthétiser les autres analogues, l’intermédiaire acide carboxylique 57 a été couplé 
avec le chlorhydrate de la 3-chloropropylamine afin d’obtenir le dérivé chloré 67 avec un rendement 
de 95%. Les conditions de couplage utilisés ont été les mêmes que celles décrites pour les couplages 
précédemment. Le dérivé chloré 67 a ensuite été substitué par les différentes amines commercialement 
disponibles pour aboutir aux analogues désirés 126 à 136. Le schéma de synthèse est illustré Figure 
50. 
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Figure 50 : Schéma de synthèse des composés 126 à 136 
 Les composés 126 à 136 ont été obtenus avec des rendements variant de 16% à 67%. Les 
rendements inférieurs à 30% obtenus pour les composés 126, 130, 134 et 136 s’expliquent pas des 
difficultés de purification par HPLC préparative ou par précipitation dans l’acétonitrile. Les activités 
biologiques des différents analogues obtenues sont présentées dans le Tableau 14. 
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III.3.4.3. Résultats et discussion 
 
S
N
N
N
H
O F
 
Composé Substituant IC50 (µM) Composé Substituant IC50 (µM) 
1, 
référence N
N
 
2.6 (VHCcc) 
2.7 (VHCpp) 
127 
N
N
 
Inhibition 
partielle 
116 N
 
> 10 
(VHCcc) 
128 
N
 
Inhibition 
partielle 
117 
N
H
Boc  
> 10 
(VHCcc) 
129 
N
 
3.2 (VHCcc) 
- (VHCpp) 
118 
O
 
> 10 
(VHCcc) 
130 
N
 
> 10 
(VHCcc) 
119 N
O
 
> 10 
(VHCcc) 
131 
H
H
H
N
H
 
> 10 
(VHCcc) 
120 
 
> 10 
(VHCcc) 
132 
N
 
0.3 (VHCcc) 
0.8 (VHCpp) 
121 
N
 
> 10 
(VHCcc) 
133 
N
 
3.2 (VHCcc) 
2.3 (VHCpp) 
122 
 
> 10 
(VHCcc) 
134 
N
 
2.5 (VHCcc) 
3.0 (VHCpp) 
123 
N
N
 
2.6 (VHCcc) 
1.2 (VHCpp) 
86 
N
 
0.9 (VHCcc) 
1.3 (VHCpp) 
124 
O
N
 
> 10 
(VHCcc) 
135 
N
 
> 10 
(VHCcc) 
125 
H
N
H
 
> 10 
(VHCcc) 
136 
N
H
 
> 10 
(VHCcc) 
126 N
N
 
> 10 
(VHCcc) 
   
Tableau 14 : Résultats biologiques obtenus pour les analogues 1, 86, et 116 à 136 
 Dans un premier temps, l’importance de la benzylpipérazine pour l’activité a été évaluée en la 
remplaçant par la diméthylamine (116), une amine protégée par un groupement Boc (117), une 
fonction éther (118), la 2-pyrrolidinone (119), la N-méthylaniline (121), une amine primaire (125) 
l’adamantadine (131), la N-méthylbenzylamine (135) ou la cyclohexylamine (136). Toutes ces 
modifications conduisent à une perte d’activité (IC50 > 10 µM) sur le test cellulaire VHCcc. 
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 Le groupement benzyle de la pipérazine a ensuite été remplacé par un groupement phényle 
(126) et un groupement méthyle (127). Les résultats obtenus indiquent que la présence d’un 
groupement benzyle sur le cycle azoté est plus favorable qu’un groupement phényle et qu’un 
groupement méthyle. En effet, la N-benzylpipérazine 1 a une IC50 de 2.6 µM et 2.7 µM respectivement 
sur VHCcc et VHCpp alors que l’analogue N-phénylpipérazine 126 est inactif et la N-
méthylpipérazine 127 ne présente qu’une inhibition partielle. Ces mêmes résultats sont observés dans 
la série pipéridine où la 4-benzylpipéridine 132 a une activité IC50 de 0.3 µM et 0.8 µM 
respectivement sur VHCcc et VHCpp alors que la 4-phénylpipéridine 133 et la 4-méthylpipéridine 134 
ont des activités de l’ordre du micromolaire. 
 Par ailleurs, la pipéridine substituée par deux groupements méthyles en position 3 et 5 (86) a 
une meilleure activité (IC50 = 0.9 µM sur VHCcc et 1.3 µM sur VHCpp) que la pipéridine substituée 
en position 4 par un groupement méthyle (134, IC50 = 2.5 µM sur VHCcc et 3.0 µM sur VHCpp) ou 
non substituée (128) pour laquelle seule une inhibition partielle sur VHCcc est observée. Ces trois 
composés sont moins actifs que le composé 132 possédant une pipéridine substituée en position 4 par 
un groupement benzyle. Ce résultat montre que la substitution du cycle azoté par un groupement 
hydrophobe est préférable pour l’activité inhibitrice du composé. 
 Cependant, le caractère hydrophobe ne semble pas être le seul critère nécessaire à l’activité. 
En effet un atome d’azote apparaît nécessaire puisque les composés phényle (120) et cyclohexyle 
(122) sont inactifs (IC50 > 10 µM sur VHCcc) alors que la pipéridine non substituée (128) inhibe 
partiellement l’infection virale sur le test cellulaire VHCcc et l’homopipéridine (129) a une IC50 de 
3.2 µM sur le modèle cellulaire VHCcc.  
 Par ailleurs, le remplacement du cycle pipérazine par une pipéridine montre qu’un second 
atome d’azote protonable diminue légèrement l’activité. En effet, les produits portant un noyau 
pipéridine sont plus actifs que leurs analogues pipérazines : la 4-benzylpipéridine (132, IC50 = 0.3 µM 
et 0.8 µM respectivement sur VHCcc et VHCpp) est plus active que la N-benzylpipérazine (1, IC50 = 
2.6 µM et 2.7 µM) – la 4-phénylpipéridine (133, IC50 = 3.2 µM et 2.3 µM) est plus active que la        
N-phénylpipérazine (126, IC50 > 10 µM sur VHCcc) et la 4-méthypipéridine (134, IC50 = 2.5 µM et 
3.0 µM) est également plus active que la N-méthylpipérazine (127, inhibition partielle sur VHCcc). Le 
fait que le cycle pipéridine présente une meilleure activité que l’analogue pipérazine quelle que soit sa 
substitution peut s’expliquer par la basicité plus importante de l’atome d’azote de la pipéridine par 
rapport à celui de la pipérazine.  
 Par conséquent, la basicité de l’atome d’azote dans le cycle semble avoir une influence. En 
effet, comme nous venons de le voir la 4-méthylpipéridine (134, IC50 = 2.5 µM et 3.0 µM 
respectivement sur VHCcc et VHCpp) est plus active que la N-méthylpipérazine (127) qui présente 
une inhibition partielle et qui est elle-même plus active que la morpholine (124) qui présente une 
IC50 > 10 µM sur VHCcc. Or, la pipéridine (pKa = 11.2) est plus basique que la pipérazine (pKa = 9.8) 
elle-même plus basique que la morpholine (pKa = 8.4) ce qui indique que l’atome d’azote doit être 
suffisamment basique pour assurer une activité inhibitrice. De façon intéressante le remplacement de 
la benzylpipérazine par un cycle imidazole (123) conduit à un composé de même activité (IC50 = 
2.6 µM et 1.2 µM respectivement sur VHCcc et VHCpp) ce qui montre que le critère de basicité n’est 
pas le seul paramètre à considérer pour l’activité du composé. 
 Ces relations structure-activité nous ont permis d’obtenir un composé (132) 6 fois plus actif 
(IC50 = 0.3 µM et 0.8 µM sur VHCcc et VHCpp) que le composé de référence (1, IC50 = 2.6 µM et 
2.7 µM) en remplaçant la benzylpipérazine par une benzylpipéridine. L’analogue du composé 132 
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pour lequel le groupement 2-fluorophényle a été remplacé par un groupement 3-méthoxyphényle a été 
synthétisé (Figure 51) et évalué dans les différents modèles cellulaires. Ce composé 137 a montré une 
IC50 = 0.6 µM et 0.9 µM sur VHCcc et VHCpp respectivement. Ces activités sont similaires à celles 
du composé de référence 2 (Figure 51). 
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Figure 51 : Composé 136, analogue du composé de référence 2 
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Conclusion 
 
 Le développement du modèle d’étude VHCcc a permis l’identification de plusieurs protéines 
cellulaires de surface impliquées dans l’entrée du VHC. Les données actuelles mettent en évidence que 
cette entrée virale est un processus complexe composé de plusieurs étapes. Même si le rôle précis de 
chacune des protéines restent à déterminer, il a été montré que l’interaction entre les protéines CD81 et 
CLDN-1 conduisant à la formation d’un complexe à la surface des hépatocytes était indispensable à 
l’entrée virale. 
 Un criblage de 14400 molécules a permis d’identifier des modulateurs du complexe 
CD81/CLDN-1 et notamment une famille de quatre composés possédant un noyau thiéno[2,3-
c]pyrazole qui ont montré une activité inhibitrice de l’infection virale de l’ordre du micromolaire. 
Dans le but d’augmenter l’activité de ces composés, 75 analogues de cette famille ont été synthétisés 
et évalués dans les différents modèles cellulaires afin de pouvoir établir des relations structure-activité. 
Diverses modifications structurales ont été introduites en trois points stratégiques de la structure de 
référence. 
 Le remplacement de la benzylpipérazine du composé de référence 1 (IC50 = 2.6 µM et 2.7 µM 
respectivement sur VHCcc et VHCpp) par un groupement 4-benzylpipéridine a permis d’améliorer 
l’activité du composé (132, IC50 = 0.3 µM et 0.8 µM). De plus, l’introduction de ce même groupement 
4-benzylpipéridine à la place du groupement 3,5-diméthylpipéridine du composé de référence 2 
(IC50 = 0.9 µM et 0.9 µM) a conduit à un composé 137 ayant la même activité (IC50 = 0.6 µM et 
0.9 µM). Ces composés vont pouvoir être utilisés en tant qu’outils pharmacologiques afin d’une part 
de mieux comprendre les mécanismes moléculaires mis en jeu au sein de l’interaction CD81/CLDN-1 
lors de l’entrée du virus, et d’autre part de valider ce complexe protéique comme nouvelle cible 
thérapeutique pour empêcher l’entrée du virus dans les hépatocytes. 
 Plusieurs raisons pourraient expliquer la faible augmentation d’activité observée durant 
l’optimisation des composés de référence 1 et 2. D’abord les molécules touches identifiées lors du 
criblage présentent des masses molaires relativement élevées avec une moyenne à 450 g.mol
-1
. Le 
processus d’optimisation de telles molécules doit s’accompagner d’une augmentation de l’activité tout 
en limitant l’augmentation de la masse molaire, pour conserver des molécules « drug-like », ou 
respectant les règles de Lipinski et Veber, ce qui constitue un premier facteur limitant. En effet, les 
tentatives de réduction de la taille des molécules en supprimant, par exemple, le noyau thiéno[2,3-
c]pyrazole ou en réduisant la taille de la chaine aliphatique carbonée ont conduit à des composés 
inactifs. 
 Les propriétés physico-chimiques des 75 composés synthétisés ont été déterminées. Une 
valeur moyenne a été calculée pour chacun de ces paramètres (Tableau 15). 
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Masse 
molaire 
(g.mol
-1
) 
Nombre H-
Acc 
Nombre H-
Don 
clogP PSA (Å²) NRot 
75 
molécules 
synthétisées 
450 ± 60 3.3 ± 0.8 1.0 ± 0.4 4.2 ± 1.0 81 ± 8 6 ± 2 
Règles de 
Lipinski et 
Veber 
< 500 < 10 < 5 < 5 < 140 < 10 
Tableau 15 : Propriétés physico-chimiques moyennes des 75 molécules synthétisées. Comparaison avec les règles de 
Lipinski et Veber 
 Les propriétés physico-chimiques moyennes des 75 molécules synthétisées respectent les 
règles émises par Lipinski et Veber. Néanmoins, le nombre de liaisons à libre rotation est élevée ce qui 
confèrerait aux structures une flexibilité qui pourrait nuire à leur activité. De plus, comme cela a été 
mentionné précédemment, la masse molaire moyenne reste élevée. L’index d’efficacité atomique, 
Ligand Effiency en anglais ou LE est un autre outil permettant de mettre en évidence l’activité de 
chaque atome. Il normalise l’activité du composé par rapport au nombre d’atomes contenus dans la 
molécule de façon à se rendre compte de la contribution des atomes à l’activité du composé. Durant ce 
projet, 15 molécules ont montré une activité sur le modèle cellulaire VHCcc de l’ordre du 
micromolaire. Le nombre moyen d’atome lourds étant de 30, le LE obtenu est de 0.25 ce qui confirme 
que la part de chaque atome pour l’activité est faible. 
 Il en ressort que le choix des molécules incorporées dans les chimiothèques de criblage reste 
un critère important. Une alternative, complémentaire à l’approche HTS, consiste à tester des plus 
petites molécules, appelées fragments, à partir desquelles il est plus facile de rajouter des éléments de 
pharmacophore et de permettre une meilleure contribution de chaque atome à l’activité. C’est sur ce 
type d’approche que j’ai développé mes travaux suivants présentés dans les deux prochains chapitres. 
 
Chapitre II – Approche par fragments : synthèse de fragments privilégiés permettant une plus large 
exploration de l’espace chimique 
 
87 
 
Chapitre II – Approche par fragments : 
synthèse de fragments privilégiés permettant 
une plus large exploration de l’espace chimique
 
88 
 
  
Chapitre II – Approche par fragments : synthèse de fragments privilégiés permettant une plus large 
exploration de l’espace chimique 
 
89 
 
Introduction 
 
 Complémentaire du criblage à haut débit, l’approche par fragments est une stratégie qui s’est 
largement répandue ces dernières années pour concevoir de nouveaux ligands de différentes cibles 
thérapeutiques. Cette approche est basée sur le criblage de molécules solubles possédant un faible 
nombre d’atomes et appelées fragments. Les fragments identifiés et sélectionnés lors d’un criblage 
présentent de faibles activités biologiques mais un mode de liaison efficace où la grande majorité des 
atomes du fragment participent aux interactions avec la cible. Ces fragments sont ensuite optimisés 
afin d’améliorer leur activité et d’aboutir à de potentiels candidats médicaments. 
 Ces fragments sont regroupés dans une chimiothèque afin de pouvoir être criblés sur des cibles 
thérapeutiques d’intérêts. La conception de cette chimiothèque est une étape cruciale puisqu’elle 
constitue le point de départ de l’approche par fragments. Cette chimiothèque doit être diversifiée et 
tous les critères permettant d’accroitre cette diversité doivent être pris en compte pour enrichir la 
chimiothèque avec des structures originales. De nombreuses études ont récemment mis en exergue 
l’absence de structures 3D dans ces chimiothèques de fragments. Par conséquent, l’un des objectifs de 
ma thèse a consisté à concevoir et synthétiser des fragments capables d’explorer l’espace 
tridimensionnel tout en respectant les règles caractérisant le fragment. 
I. L’utilisation de fragments pour la découverte de molécules 
biologiquement actives 
 
 La découverte de médicaments repose sur l’identification de molécules capables de moduler 
une fonction biologique. Cette identification est une étape clé dans le processus de découverte de 
médicaments. Depuis les années 1960, différentes approches ont permis d’accéder à de nouvelles 
molécules biologiquement actives telles que l’utilisation de produits naturels connus pour avoir un 
intérêt thérapeutique, la chimie combinatoire associée au criblage à haut débit (ou approche HTS, 
high-throughput sceening) et l’exploitation de méthodes informatiques (quantitative structure-activity 
relationships, QSAR et criblage virtuelle)
60
. 
 Le début des années 1990 a été marqué par la remise en question de l’approche HTS et de la 
chimie combinatoire. Bien que ces technologies aient contribué à la découverte de certains 
médicaments, des candidats ont échoué en phase préclinique, et ce en partie à cause de leurs propriétés 
physico-chimiques inadaptées au développement d’un médicament. En effet, les molécules identifiées 
lors d’une approche HTS sont souvent trop volumineuses (masse molaire élevée), trop lipophiles et 
peu solubles, elles ne constituent donc pas un point de départ idéal pour aboutir facilement et 
rapidement à un candidat médicament
61
. De plus, les chimiothèques de molécules utilisées pour ces 
approches ne représentent qu’une faible partie de l’espace chimique aboutissant ainsi à une incapacité 
à augmenter le nombre de nouvelles entités chimiques mises sur le marché
62
. Pour ces raisons, de 
nouvelles approches ont été développées. 
 L’une de ces approches est basée sur l’utilisation de composés de faible masse molaire, 
appelés fragments. 
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I.1. Principe de l’approche par fragments 
 
I.1.1. Naissance de l’approche par fragments 
 
 La notion de fragment est apparue dans les années 1980 avec les travaux de Jencks et al. qui 
ont mis en avant le fait qu’une molécule biologiquement active pouvait être assimilée à plusieurs 
entités moléculaires de tailles plus petites
63
. Bien que faiblement actives individuellement, ces entités 
moléculaires reliées ensemble par un linker, peuvent aboutir à une molécule plus active. Il a en effet 
été montré que la constante d’affinité d’une molécule avec sa cible biologique est égale au produit des 
constantes d’affinité de chaque entité moléculaire et de la contribution du linker. Ainsi, en principe, 
une molécule ayant une affinité biologique de l’ordre du micromolaire pourrait être obtenue en 
assemblant deux petites molécules identifiées avec des affinités de l’ordre du millimolaire. 
 Cette notion de petites entités moléculaires, appelées fragments, a d’abord été appliquée à la 
découverte d’inhibiteurs sélectifs de la triose-phosphate isomérase du trypanosome. A partir d’une 
étude in silico, plusieurs poches voisines de la protéine ont été sélectionnées et des fragments 
complémentaires ont été conçus dans l’optique d’interagir dans chacune de ces poches. L’assemblage 
de ces fragments a permis d’aboutir à un inhibiteur sélectif de l’isomérase
64
. 
 A la fin des années 1990, le concept de l’approche par fragments a été expérimentalement 
établi en découvrant des inhibiteurs de la protéine FK506, appartenant à la famille des FKBP. Le 
criblage de petites molécules par RMN sur la protéine marquée à l’azote 
15
N a permis d’identifier deux 
fragments interagissant dans des poches voisines de la protéine. Ces deux fragments ont été 
individuellement optimisés pour aboutir à des molécules ayant des constantes d’affinité de 2 µM et 
100 µM. Ces deux fragments reliés ensemble ont conduit à un composé présentant une constante 
d’affinité égale à 19 nM
65
. Cette méthode, appelée « SAR by NMR »
66
, est présentée en Figure 52. 
 
Figure 52 : Principe de la méthode « SAR by NMR »
66
 
 Depuis, cette méthode a été appliquée notamment pour la découverte d’inhibiteurs de 
stromélysine (MMP3) et de BCL-2 (BCL-XL)
67
. Elle a constitué le point de départ du concept de 
l’approche par fragments. Acteur principal de cette approche, le fragment doit présenter des propriétés 
physico-chimiques bien définies. 
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I.1.2. Définition d’un fragment 
 
 Le fragment peut être défini comme une molécule simple de faible masse molaire, soluble et 
respectant la « règle des 3 (Ro3) ». Cette règle, émise par Congreve et al.
68
, est basée sur les mêmes 
paramètres que ceux utilisés par Lipinski
51
 et Veber
52
 pour prédire la biodisponibilité d’une molécule 
organique. Elle a été fondée sur l’analyse des hits issus du criblage d’une base de fragments de la 
société Astex sur différentes cibles thérapeutiques. Les critères de cette « règle des 3 » sont présentés 
dans le Tableau 16. Les règles de Lipinski et Veber, habituellement utilisées pour concevoir une 
chimiothèque de molécules pour l’approche HTS, y sont également rappelées. 
 
Masse 
molaire 
(g.mol
-1
) 
Nombre H-
Acc 
Nombre H-
Don 
clogP PSA (Å²) NRot 
Règle de 3 < 300 < 3 < 3 < 3 < 60 < 3 
Règles de 
Lipinski et 
Veber 
< 500 < 10 < 5 < 5 < 140 < 10 
Tableau 16 : Définition d’un fragment selon la règle de 3 (Ro3) et comparaison avec les règles de Lipinski et Veber 
 L’indice de taille a d’abord été défini selon la masse molaire. Cependant, dès lors qu’un atome 
de brome ou d’iode est présent sur le fragment, cet indice est beaucoup moins relevant. Pour cette 
raison, la taille d’un fragment peut être évaluée selon son nombre d’atomes lourds (tout atome 
différent de l’atome d’hydrogène). La valeur limite proposée pour considérer une molécule en tant que 
fragment est de 17 atomes lourds
69
.  
 Un fragment est donc une molécule moins complexe que les molécules utilisées pour 
l’approche HTS. Cette première différence n’est pas la seule puisque l’approche par fragments offre 
d’autres avantages comparés à l’approche HTS. 
 
I.1.3. Approche par fragments vs approche HTS 
 
 Les principales caractéristiques de ces deux approches sont présentées dans le Tableau 17. 
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Caractéristiques Approche HTS Approche par fragments 
Nombre de molécules 
criblées 
10
5
 à 10
7
 10
2
 à 10
4
 
Concentration de 
criblage 
10 µM 1 mM 
Critère de sélection Activité Efficacité 
Mode de liaison à la 
cible thérapeutique 
 
Représentation d’un hit HTS avec la 
protéine 
 
Représentation d’un hit fragment 
avec la protéine 
Gamme d’activité des 
hits 
10 nM à 10 µM 100 µM à 1 mM 
Processus 
d’optimisation 
Nécessite de synthétiser un grand 
nombre d’analogues du hit 
Phase d’optimisation plus directe 
Tableau 17 : Différences entre l'approche HTS et l'approche par fragments 
 Comme l’illustre le Tableau 17 plusieurs différences existent entre l’approche HTS et 
l’approche par fragments. Ces différences résident dans l’utilisation de molécules de taille différente. 
 D’une part, l’utilisation de fragments offre la possibilité d’explorer une plus grande part de 
l’espace chimique en criblant moins de molécules. En effet, le nombre de molécules différentes 
augmente exponentiellement lorsque la masse molaire augmente
70
. Il a été estimé que le nombre de 
molécules
71
 contenant jusqu’à 30 atomes lourds est supérieur à 10
60 
alors que celui
72
 contenant jusqu’à 
13 atomes lourds est de 10
9
. Ce modèle suggère que le criblage d’une collection de 1000 fragments 
respectant la règle des 3 permet d’explorer l’espace chimique potentiel plus efficacement que le 
criblage de 1 000 000 de molécules de tailles plus importantes, habituellement utilisées lors des 
campagnes HTS. D’autre part, il a été proposé une relation de proportionnalité inverse entre la 
complexité d’une molécule et sa complémentarité avec la cible thérapeutique
73
. Ainsi, cribler des 
molécules moins complexes permet d’aboutir à de meilleurs hits rates. 
 Du fait de leur faible masse molaire, les fragments doivent être criblés à des concentrations de 
l’ordre du millimolaire (contre 10 µM pour les molécules utilisées en HTS). Ceci implique que les 
fragments doivent avoir une solubilité aqueuse dans la gamme de concentration utilisée durant le 
criblage. 
 A l’issue du criblage, les critères de sélection des hits entre ces deux approches ne sont pas les 
mêmes. En effet, comme l’indique la représentation schématique d’un hit HTS dans la poche de la 
protéine, le nombre d’interactions avec ce type de molécules est plus important qu’avec un hit 
fragment. Ainsi dans le cas de l’approche HTS, la sélection sera basée sur le critère d’activité et les 
hits HTS identifiés posséderont une activité allant de 10 nM à 10 µM. A l’inverse, du fait de leur plus 
faible nombre d’atomes, les fragments ne sont pas capables d’établir, avec la protéine, autant 
d’interactions que les molécules HTS. En revanche, leur faible complexité augmente la probabilité de 
se lier de manière optimale à la protéine si bien qu’un fragment peut être défini comme un « ligand 
efficace »
74
 où la grande majorité de ses atomes participe aux interactions avec la cible thérapeutique. 
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Ainsi, dans le cadre de l’approche par fragments, le mode de sélection sera basé sur l’efficacité et les 
hits fragments identifiés auront des activités allant de 100 µM à 1 mM. Le paramètre « efficacité » est 
calculé à partir de l’outil LE (ligand efficiency) qui correspond au rapport de l’activité du fragment sur 
son nombre d’atomes lourds
75
. Cet outil permet ainsi de normaliser l’affinité du fragment en fonction 
de sa taille. 
 Enfin, les processus d’optimisation des hits HTS et fragments sont différents. Cette différence 
est illustrée avec la Figure 53. 
 
Figure 53 : Différence entre les processus d'optimisation d'un hit HTS et d'un hit fragment en un composé lead 
 Comme cela a été présenté en conclusion du Chapitre I, le processus d’optimisation d’un hit 
HTS en un composé lead est moins direct puisqu’une augmentation de l’activité doit être obtenue sans 
pour autant augmenter la masse molaire. Ceci implique de synthétiser un grand nombre d’analogues 
du hit HTS afin d’aboutir à un composé lead et donc une phase d’optimisation assez longue. En 
revanche, le hit fragment, possédant une masse molaire plus faible (aux alentours de 300 g.mol
-1
), sa 
phase d’optimisation en une molécule lead est plus directe et plus rapide, nécessitant la synthèse d’un 
nombre moins conséquent de molécules.  
 Bien que différentes sur certains aspects, ces deux approches ont pour objectif commun 
d’aboutir à un candidat médicament selon le même enchainement : constitution d’une chimiothèque de 
molécules ou de fragments, criblage sur une cible thérapeutique d’intérêt, identification de hits HTS 
ou fragments et optimisation en une molécule lead. 
 
I.1.3. Les grandes étapes d’une approche par fragments 
 
 L’approche par fragments, appelée FBDD (fragment-based drug design ou discovery) peut 
être schématiquement divisée en trois étapes
76, 77
 qui sont illustrées dans la Figure 54. 
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Figure 54 : Les 3 grandes étapes de l'approche par fragments 
Ces trois étapes correspondent : (i) à la conception d’une chimiothèque de fragments, (ii) au criblage 
sur une cible thérapeutique et à la sélection de hits, et (iii) à l’optimisation des fragments hits en 
molécules lead.  
 Les outils de criblage dédiés à l’approche par fragments doivent être suffisamment sensibles 
pour détecter des activités allant de 100 µM à 1 mM. Parmi ces outils, on peut citer le Thermal Shift 
Assay (TSA) et la résonance plasmonique de surface (SPR). D’autres techniques biophysiques 
capables de fournir des informations sur le domaine de liaison peuvent être utilisées telles que la 
diffraction des rayons X et la RMN
78
. Parmi toutes ces techniques biophysiques présentant chacune 
des forces et des faiblesses aucune n’est universelle. En revanche, elles sont complémentaires les unes 
des autres et en fonction de la cible thérapeutique étudiée, il conviendra d’utiliser plusieurs de ces 
techniques lors de la validation des hits identifiés. 
 Les hits identifiés et sélectionnés sont ensuite optimisés selon différentes stratégies
76, 77
. Parmi 
elles, le fragment-growing est la stratégie la plus utilisée. Elle consiste à ajouter des groupements 
fonctionnels sur le hit identifié afin d’accroitre son activité. L’autre stratégie, très répandue, est la 
stratégie de fragment-linking qui a pour but de relier par un linker deux hits identifiés dans des poches 
voisines de la protéine.  
 Depuis la fin des années 1990 et jusqu’à aujourd’hui, l’approche par fragments est en plein 
essor. Issue de cette approche et de la stratégie de fragment-growing, le Vemurafenib est la première 
molécule à avoir obtenu l’autorisation de mise sur le marché en 2011 pour le traitement de mélanomes 
de stades avancés
79
. Le fragment de départ ainsi que la structure du Vemurafenib sont représentés en 
Figure 55. 
N NH
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O7-azaindole scaffold
9 atomes lourds
MW = 118 g/mol
33 atomes lourds
MW = 489 g/mol  
Figure 55 : Stratégie de fragment-growing et structure du Vemurafenib : première molécule issue de l'approche par 
fragments à avoir eu une autorisation de mise sur le marché pour le traitement de mélanomes 
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 Très récemment (Avril 2016), la FDA a approuvé la mise sur le marché de la seconde 
molécule obtenue à partir de l’approche par fragments, le Venetoclax. Indiqué pour certains patients 
atteints de leucémie lymphoïde chronique, il est issue de la stratégie fragment-linking (Figure 56)
80
. 
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Figure 56 : Stratégie fragment-linking et structure du Venetoclax 
 Plus largement, l’utilisation de cette approche a permis à une dizaine de molécules d’être 
actuellement en phases II et III des études cliniques
81
.  
 Cependant, le succès de cette approche dépend de la qualité du (des) hit(s) identifié(s) à l’issue 
du criblage et donc de la conception de la chimiothèque de fragments.  
 
I.2. Principes pour concevoir une chimiothèque de fragments 
 
 L’acquisition de banques de fragments commercialement disponibles constitue une première 
piste pour concevoir une chimiothèque. Cette chimiothèque est ensuite enrichie par la synthèse 
d’autres fragments. La conception de ces fragments peut être effectuée en s’inspirant de la structure de 
médicaments déjà présents sur le marché ou de la structure de molécules connues pour avoir un intérêt 
thérapeutique
82
. Dans ce sens, l’approche « déconstruction-construction »
83
 est une stratégie qui 
consiste à déconstruire des structures, dont l’intérêt biologique a été prouvé, afin d’aboutir à de plus 
petites molécules pouvant être définies comme des fragments et donc inclues dans une chimiothèque. 
L’enrichissement d’une chimiothèque peut également être réalisé en concevant de nouveaux squelettes 
moléculaires
82
. 
I.2.1. Critères de sélection d’un fragment pour la conception d’une chimiothèque 
 
 Comme cela a été mentionné précédemment (partie I.1.2), le fragment doit présenter des 
propriétés physico-chimiques qui suivent au mieux la règle des 3 (Tableau 16). Cependant, cette règle 
s’est avérée être trop restrictive. En effet, à l’issue d’un criblage sur le modèle protéique de 
l’endothiapepsine, Köster et al. ont montré que parmi les 11 hits identifiés, seuls 4 respectaient la règle 
de 3. Les 7 autres hits possédaient un nombre d’atomes donneurs et/ou accepteurs de liaisons 
hydrogène supérieur à 3
84
. Plusieurs équipes académiques et industrielles ont donc défini leurs propres 
règles pour définir le fragment
85, 86
. Dix ans après l’apparition de la règle des 3, un consortium, appelé 
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3D-Frag
87
, a proposé une version plus flexible de cette règle en augmentant le nombre limite 
d’accepteurs de liaisons hydrogène à 6, le nombre de donneurs à 4 et la surface polaire à 100Å². 
Associé à ces considérations, un critère concernant la solubilité aqueuse a été ajouté (Tableau 18)
87
.  
 
Nombre 
d’atomes 
lourds 
Nombre 
H-Acc 
Nombre 
H-Don 
clogP 
PSA 
(Å²) 
NRot -clogS 
Règle 
des 3 
initiale 
< 17 < 3 < 3 < 3 < 60 < 3  
Règle 
des 3 
élargie 
< 17 < 6 < 4 < 3 < 100 < 3 < 3 
Tableau 18 : Comparaison entre la règle des 3 initiale et celle établie par le consortium 3D-Frag 
 Plusieurs raisons justifient le fait d’introduire des groupements polaires, à travers des donneurs 
et accepteurs de liaisons hydrogène, dans la structure du fragment : (i) ils permettent d’augmenter la 
solubilité, facteur important pour que le fragment puisse être testé, (ii) ces groupements polaires vont 
permettre d’accroitre la possibilité d’établir des interactions spécifiques et fortes avec la cible 
thérapeutique et (iii) la présence de tels groupements permet de rendre la structure fonctionnalisable et 
facilite donc le processus d’optimisation
82
. 
 Par ailleurs, et comme cela a été présenté (I.1.3), la complexité d’un fragment et sa 
complémentarité avec une protéine étant inversement proportionnelles
73
, il est primordial de concevoir 
des fragments simples. Cependant, l’utilisation d’un fragment trop simple, avec un nombre d’atome 
lourd compris entre 5 et 10, pourrait limiter la détection de son activité trop faible ou pourrait conduire 
à un mode de liaison non spécifique lors d’une campagne de criblage. Il convient donc de trouver un 
bon équilibre entre simplicité et complexité
88
. 
 En plus de ces propriétés structurales, la considération synthétique lors de la conception de 
fragments doit être prise en compte. En effet, la voie de synthèse du fragment doit être rapide, 
quantitative et ne pas changer en fonction du réactif de départ afin de pouvoir être adaptée à la 
synthèse rapide d’analogues structuraux. 
 Quelle que soit la cible thérapeutique étudiée, l’objectif est de partir d’une chimiothèque qui 
soit la plus diversifiée possible
89, 90
. Cette diversité peut être évaluée sur la base des propriétés 
physico-chimiques, des structures moléculaires et des formes géométriques de chacun des fragments. 
 
I.2.2. Analyse des chimiothèques commerciales et de la chimiothèque de notre laboratoire 
 
I.2.2.1.  Analyses des chimiothèques commerciales 
 
 Une analyse faite sur 23 chimiothèques de fragments commercialement disponibles révèle que 
la très grande majorité des fragments inclus dans ces chimiothèques obéit à la règle des 3 modifiée 
avec un nombre d’accepteurs de liaisons hydrogène inférieur à 6 et un nombre de donneurs de liaisons 
hydrogène inférieur à 4
91
. De plus, ces chimiothèques sont diversifiées puisqu’une très large 
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distribution est observée pour chaque propriété physico-chimique
91
. Ceci est illustré avec la 
chimiothèque de fragments commercialisée par Chembridge présenté en Figure 57. 
 
Figure 57 : Propriétés physico-chimiques de la chimiothèque de fragments commercialisée par Chembridge (dernière 
mise à jour fin mars 2016)
91
  
 Cependant, de nombreuses études ont récemment révélées
87, 92, 93
 que ces chimiothèques 
commerciales étaient principalement composées de fragments linéaires et/ou plans enrichis en carbone 
sp
2
. Cette planéité pourrait expliquer l’absence de hits identifiés pour certaines classes thérapeutiques 
comme les interactions protéine-protéine. Par ailleurs, certaines études ont suggéré que des composés 
non aromatiques pourraient conduire à des candidats médicaments de meilleure qualité, en termes de 
biodisponibilité et de propriétés ADME, permettant ainsi d’éviter de potentiels échecs lors du 
développement clinique
94-97
. Cette absence de tridimensionnalité constitue une des limites des 
chimiothèques actuelles. 
  Afin de confirmer cette observation, une étude a été menée au sein de notre laboratoire 
en se basant sur 95267 fragments issus de 6 chimiothèques commerciales (Key Organics, Enamine, 
Maybridge, Chembridge, Vitas M. Labs et Life Chemicals). Cette étude a consisté à analyser le 
nombre de fragments possédant au moins un carbone sp
3
 tétrasubstitué ou spiranique (autre qu’une 
fonction acétale). Cette analyse est présentée en Figure 58. 
 
Figure 58 : Analyse de la proportion d'atomes de carbone sp
3
 tétrasubstitués et spiraniques présents dans les fragments 
issus des chimiothèques commerciales 
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 Comme l’indique cette analyse, seulement 8% de la totalité des fragments étudiés possèdent 
au moins un atome de carbone sp
3
 tétrasubstitué et parmi ces composés seulement 0.37% ont un 
carbone spiranique. Ces observations, en relation avec d’autres études
87, 98
, indiquent que les 
chimiothèques commerciales présentent un manque de diversité géométrique. Cette absence de 
diversité pourrait être un frein à la découverte de nouveaux candidats médicaments pour des cibles 
thérapeutiques plus difficiles à moduler, telles que les interactions protéine-protéine. 
 
I.2.2.3.  Analyse de la chimiothèque de fragments de notre laboratoire 
 
 La conception de notre chimiothèque de fragments a été dans un premier temps réalisée en 
achetant 1000 fragments issus des fournisseurs commerciaux Enamine et Chembridge. Cette 
chimiothèque a été complétée par 40 produits issus des synthèses du laboratoire. Les propriétés 
physico-chimiques de ces 1040 fragments sont présentées en Figure 59. 
 
Figure 59 : Analyse des propriétés physico-chimiques de la chimiothèque de fragments de notre laboratoire 
 L’analyse des propriétés physico-chimiques des 1040 fragments de notre chimiothèque montre 
que la très grande majorité des composés respecte la règle des 3. De plus, pour chaque paramètre, une 
large distribution est observée indiquant que cette chimiothèque possède une bonne diversité en termes 
de propriétés physico-chimiques. 
 Néanmoins, comme attendu, notre chimiothèque est composée majoritairement de fragments 
aromatiques enrichis en carbone sp
2
. Le nombre de fragments possédant un carbone spiranique est 
extrêmement faible suggérant une absence de diversité en termes de forme moléculaire. Pour le 
vérifier, la géométrie de ces 1040 fragments a été examinée.  
 L’analyse des formes géométriques des fragments a été réalisée en utilisant les trois principaux 
moments d’inertie
99
 (PMI, principal moment of inertia) notés I1, I2 et I3. Ces trois valeurs sont 
calculées pour chaque fragment à partir de la conformation de plus bas niveau d’énergie. Les deux 
plus petits PMIs sont divisés par le plus grand afin d’aboutir aux deux moments d’inertie normalisés, 
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notés NPR1 et NPR2. La détermination de la conformation la plus stable de chaque fragment ainsi que 
le calcul des valeurs NPR1 et NPR2 ont été réalisés à partir du logiciel MOE
®
 (Figure 60). 
 
Figure 60 : Détermination des deux valeurs NPR1 et NPR2, sur la conformation de plus basse énergie, nécessaires à 
l'analyse des formes géométriques d'une structure 
 Ces deux valeurs sont ensuite reportées sur un graphique en abscisse et en ordonnée pour 
obtenir la carte triangulaire des formes géométriques. Chaque coin du triangle est caractéristique d’une 
géométrie précise : le coin en haut à gauche représente les molécules linéaires, le coin en bas 
représente les molécules planes et le coin en haut à droite représente les molécules sphériques (Figure 
61). 
 
Figure 61 : Représentation 3D des fragments de notre chimiothèque – chaque carré bleu correspond à un fragment de 
notre chimiothèque 
 Comme l’indique la représentation triangulaire (Figure 61), les fragments de notre 
chimiothèque sont répartis vers la zone correspondant aux conformations linéaires ou planes dans 
l’espace 3-D, alors que la région sphérique est très peu peuplée. Ce manque de diversité géométrique 
peut limiter la découverte de composés actifs sur certaines cibles thérapeutiques. De plus, l’exploration 
tridimensionnelle de la poche d’une protéine est plus difficile à partir d’un hit fragment plan ou 
linéaire. Enfin, il a été montré que l’introduction de carbone sp
3
 à une structure permet d’accroitre sa 
solubilité
95
, critère fondamental dans la conception d’un fragment. Pour pallier l’absence de diversité 
géométrique des chimiothèques, des fragments 3D enrichis en carbone sp
3
 tétrasubstitués ou 
spiraniques ont été introduits.  
 De tels fragments peuvent provenir d’horizons différents. En effet, comme cela a été dit en 
introduction de cette partie, les produits naturels biologiquement actifs constituent une source 
d’inspiration indéniable dans la conception de nouvelles molécules
100, 101
. Ces produits naturels tendent 
à avoir des structures tridimensionnelles plus marquées que les molécules synthétiques
102, 103
. Ainsi, la 
déconstruction de produits naturels pourrait permettre de concevoir des fragments enrichis en carbones 
sp
3
. Récemment, une chimiothèque de fragments a été conçue en se basant sur l’analyse de produits 
naturels
104
. La démarche mise en œuvre pour générer cette chimiothèque est présentée en Figure 62. 
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Figure 62 : Démarche entreprise pour générer une chimiothèque de fragments dérivés du produit naturel de 
Renieramycin P
104
 
 A l’issue de la conception de cette chimiothèque de fragments dérivés de produits naturels, un 
criblage sur la kinase p38 a été réalisé. Un fragment atypique car non aromatique, capable de se lier 
dans la poche allostérique de p38, a été identifié confirmant l’intérêt de synthétiser des fragments non 
plans
104
. Basée sur cette stratégie de fragments dérivés de produits naturels, d’autres études ont été 
réalisées
105, 106
. Par ailleurs, la société Analyticon Discovery propose une chimiothèque de fragments, 
inspirés de produits naturels, nommée FRGx
107
. Ces fragments, qui couvrent une cinquantaine de 
chémotypes différents, ont tous une masse molaire inférieure à 300 g.mol
-1
. Ils sont enrichis en atome 
d’halogène et possèdent plusieurs sites de fonctionnalisation afin de pouvoir être optimisés de 
différentes manières (Figure 63). 
 
Figure 63 : Type de fragments inclus dans la chimiothèque FRGx d'Analyticon Discovery 
 Des fragments enrichis en carbones tétrasubstitués peuvent également être obtenus à partir de 
la synthèse de nouveaux squelettes moléculaires. Par exemple, Hung et al. ont appliqué le concept de 
diversity-oriented synthesis ou DOS afin de synthétiser une famille de fragments structurellement 
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proches et enrichis en carbone sp
3
. A partir de ce concept plusieurs composés bi-cycliques avec soit 
des carbones sp
3
 soit des carbones spiraniques ont été obtenus
93
. Ce concept est présenté en Figure 64. 
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Figure 64 : Stratégie DOS pour concevoir des fragments 3D enrichis en carbones tétrasubstitués 
 Le concept DOS, appliqué à la synthèse de fragments 3D, consiste à introduire différents 
substituants sur une molécule de départ simple et chirale. Les intermédiaires obtenus pourront ensuite 
conduire, par des réactions intramoléculaires, à différents fragments enrichis en carbone sp
3
 ou 
spiranique.  
 Récemment, d’autres équipes ont développé des squelettes moléculaires originaux possédant 
des carbones sp
3
 ou spiraniques afin d’aboutir à des fragments 3D. Morgan et al. se sont ainsi 
intéressés à la synthèse de composés présentant le noyau 2-(aryl-sulfonyl)oxétanes
108
 tandis que Tran 
et al. ont optimisé une voie de synthèse pour conduire au noyau 2-isoxazoline différemment 
fonctionnalisé
109
 et ainsi générer une nouvelle famille de fragments 3D. Stotani et al. ont récemment 
conçu une chimiothèque de composés présentant deux carbones spiraniques en développant des voies 
de synthèse pour conduire aux noyaux bis-spiro-imidazolinone et bis-spiro-oxazolidine (Figure 65)
110
. 
Ces deux noyaux moléculaires, enrichis en carbone sp
3
, possèdent l’avantage de pouvoir être 
diversifiés en différentes positions (groupements R1, R2 et R3 sur la Figure 65). 
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Figure 65 : Noyaux moléculaires bis-spiro-imidazolinone et bis-spiro-oxazolidine
110
 
 Cependant, la conception de fragments 3D ne doit pas conduire à des structures trop 
complexes qui feraient perdre l’un des avantages de l’approche par fragments. De plus, la voie 
réactionnelle conduisant à ces nouveaux fragments 3D doit rester simple et rapide afin de pouvoir 
enrichir efficacement la chimiothèque. 
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 Comme nous l’avons vu dans la partie I.1.2, le critère de sélection d’un fragment au cours 
d’une campagne de criblage est basé sur son efficacité. En conséquence, l’objectif n’est pas d’avoir 
des fragments totalement sphériques pour lesquels une faible efficacité peut être attendue. En effet, les 
atomes au centre de la sphère ne participeront pas aux interactions avec la cible. Autrement dit, il y 
aura d’avantages d’atomes « inutiles » qui ne prendront pas part aux phénomènes d’interaction mais 
qui en revanche contribueront à l’augmentation de la masse molaire du composé. L’objectif est donc 
d’utiliser des fragments, judicieusement conçus, comme instrument pour explorer les trois directions 
de l’espace suite à des fonctionnalisations avec de petits groupements. C’est donc dans ce sens que 
nous avons introduit le concept de fragments privilégiés.  
 
I.3. Concept de fragments privilégiés 
 
 Le terme de structure privilégiée a été introduit pour la première fois en 1988
111
. Ce terme 
désigne une sous-structure moléculaire commune à plusieurs composés ayant montré un intérêt 
thérapeutique pour des cibles différentes. Ce concept a depuis été très largement utilisé pour concevoir 
des chimiothèques et y inclure ce type de structures
112
. Il a récemment été proposé une définition plus 
spécifique du terme de structure privilégiée : une petite entité moléculaire, non plane, possédant des 
propriétés physico-chimiques appropriées au développement d’un médicament, accessible par une voie 
de synthèse rapide et adoptant une conformation rigide capable d’être fonctionnalisée dans les trois 
directions de l’espace
113
. Cette notion pourrait ainsi être appliquée à la conception de fragments 3D et 
aboutir au concept de fragments privilégiés. 
 
I.3.1. Cahier des charges du fragment privilégié 
 
 Un fragment privilégié est une structure respectant la règle de 3, soluble, accessible par une 
voie de synthèse rapide, reproductible et non substrat dépendante, présentant plusieurs points de 
fonctionnalisations (notés FS), adoptant une conformation rigide et présentant un caractère 
tridimensionnel. Ainsi, de part ce caractère tridimensionnel et la présence de plusieurs points 
d’ancrage, le fragment privilégié pourra être fonctionnalisé dans les trois directions de l’espace et 
permettra d’explorer plus efficacement l’espace chimique. La structure de ce fragment pourra être 
conçue à partir de squelettes moléculaires connus pour avoir un intérêt thérapeutique. De plus, la 
présence d’accepteurs et de donneurs de liaisons hydrogène sur cette structure associée à un caractère 
rigide permettra d’accroitre la probabilité d’aboutir à des interactions favorables avec la cible 
thérapeutique étudiée. Afin d’illustrer cette définition, le Tableau 19 présente le cahier des charges du 
fragment privilégié
114
 :  
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Structure Propriétés Recommandations 
 
Physico-chimiques 
Règle de 3 
Solubilité aqueuse > 0.1mM 
Structure moléculaire 
Pharmacophore 
donneur & accepteur liaison 
hydrogène  
rigide & originale 
 
Forme géométrique Diversité tridimensionnelle 
Fonctionnalisation 
Plusieurs sites de 
fonctionnalisation (FS) 
Accessibilité synthétique 
Rapide, non substrat 
dépendante 
Tableau 19 : Cahier des charges du fragment privilégié 
 En prenant en compte les critères précédemment énoncés, nous nous sommes intéressés à deux 
séries chimiques, l’une comportant un noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione et l’autre un noyau 5-
spiro-1,3-imidazolidine-2,4-dione. 
 
I.3.2. Intérêts des noyaux 1,4-benzodiazépine-2,5-dione et 5-spiro-1,3-imidazolidine-2,4-
dione 
 
 Les noyaux 1,4-benzodiazépine-2,5-dione et 5-spiro-1,3-imidazolidine-2,4-dione (Figure 66)  
respectent le cahier des charges présenté précédemment (Tableau 19). 
 
Figure 66 : Structures des noyaux 1,4-benzodiazépine-2,5-dione et 5-spiro-1,3-imidazolidine-2,4-dione 
 Ces deux noyaux moléculaires respectent la règle des 3 avec une masse molaire bien inférieure 
à 300 g.mol
-1
. Le noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione est présent dans de nombreux composés 
possédant une activité biologique
115
. Ces composés sont majoritairement connus pour leurs propriétés 
anxiolytiques et hypnotiques
116
 en agissant comme agoniste du récepteur GABAA. L’hétérocycle 1,3-
imidazolidine-2,4-dione, aussi appelé hydantoïne, est également retrouvé dans de nombreux composés 
biologiquement actifs. Par exemple, la phénytoïne (5,5-diphénylhydantoïne) est un médicament utilisé 
comme antiépileptique
117
 (Figure 67). D’autres structures contenant cet hétérocycle ont montré des 
Chapitre II – Approche par fragments : synthèse de fragments privilégiés permettant une plus large 
exploration de l’espace chimique 
 
104 
 
propriétés agoniste
118
 ou antagoniste
119
 des récepteurs nucléaires comme le nilutamide ou inhibitrice 
de l’enzyme TACE
120
. L’introduction d’un carbone spiranique en position 5 de cet hétérocycle conduit 
à des structures spirohydantoïnes qui ont également montré un intérêt thérapeutique. Certains 
composés ont présenté des propriétés anti-tumorales
121
, d’autres se sont révélés inhibiteurs de la 
glycogène phosphorylase
122
 ou encore inhibiteurs de l’aldose réductase comme le Sorbinil
123-125
. 
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Figure 67 : Structures de composés biologiquement actifs contenant un noyau hydantoïne 
 Les noyaux 1,4-benzodiazépine-2,5-dione et 1,3-imidazolidine-2,4-dione peuvent porter un 
atome de carbone spiranique en position 3 et 5 respectivement. La présence d’un atome de carbone 
spiranique est très intéressante puisqu’elle permet d’ajouter de l’originalité et de la rigidité aux noyaux 
mais aussi un caractère tridimensionnel aux structures
126
. En outre, les atomes d’azote de ces deux 
structures ainsi que le cycle aromatique de la 1,4-benzodiazépine-2,5-dione et le cycle aliphatique du 
5-spiro-1,3-imidazolidine-2,4-dione peuvent être fonctionnalisés. Ces différents sites de 
fonctionnalisation devraient permettre d’utiliser ces noyaux comme instrument pour explorer les trois 
directions de l’espace.  
 
II. Conception de chimiothèques focalisées autour des noyaux 1,4-
benzodiazépine-2,5-dione et 5-spiro-1,3-imidazolidine-2,4-dione 
 
 Les synthèses développées autour de ces deux noyaux ont été optimisées pour qu’elles soient 
adaptées à la conception de chimiothèques. Ainsi, le temps de réaction, la facilité de traitement, le 
rendement et l’accessibilité synthétique ont été les principaux critères étudiés au cours de ce travail. 
 
II.1. Voies d’accès au noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione et caractérisation de la 
chimiothèque focalisée 
 
 Précurseur de l’hétérocycle benzodiazépine
127, 128
, le noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione a été 
très largement étudié. Différentes voies d’accès ont ainsi été décrites dans la littérature.  
II.1.1. Voies d’accès existantes du noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione 
 
 La synthèse du noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione est généralement effectuée par réaction 
entre l’anhydride isatoïque et un α-aminoacide ou un α-aminoester. Différents solvants, temps de 
réaction et températures réactionnelles ont été décrits dans la littérature. Par exemple, Bakavoli et al. 
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ont réalisé la synthèse de différents noyaux 1,4-benzodiazépine-2,5-dione en deux temps (condition 1, 
Tableau 20) 
129
. Une première étape a consisté à obtenir l’intermédiaire issu de la condensation de l’α-
aminoacide désiré sur l’anhydride isatoïque dans une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium. Dans 
un second temps, l’intermédiaire a été cyclisé dans un excès de trichlorure de phosphoryle pour 
aboutir aux différents composés désirés. Malgré les rendements satisfaisants obtenus pour les étapes A 
(69% à 89%) et B (61% à 78%) les temps de réaction à appliquer (18 h – étape A et 5 h – étape B) 
sont trop longs pour que ces conditions soient adaptées à la synthèse d’une chimiothèque de composés. 
En reprenant ce même enchainement réactionnel, Barlind et al. ont eu recours à un chauffage par 
micro-ondes en utilisant le DMSO puis l’AcOH comme solvants de réaction respectivement pour la 
première puis la seconde étape (condition 2, Tableau 20)
130
. Le recours à une irradiation micro-ondes a 
permis de réduire les temps de réactions pour l’étape de condensation de l’α-aminoacide sur 
l’anhydride isatoïque (3 h) ainsi que pour l’étape de cyclisation (30 à 50 min). Même si ces conditions 
de chauffage par  micro-ondes ont conduit à deux noyaux 1,4-benzodiazépine-2,5-dione avec un 
carbone spiranique en position 3, les rendements associés ont été moins bons que ceux obtenus par 
chauffage thermique (condition 2 vs 1). 
N
H
O
O
O
NH
2
O
OH
R1 R2
NH
2
N
H
O
O
OH
R1 R2
N
H
N
H
O
O
R1
R2
Anhydride isatoïque
(1 eq)
+
Acide aminé
(1 eq)
Etape A Etape B
 
Condition Acide Aminé 
Etape A Etape B 
Solvant 
Temps 
Température 
Rdt 
(%) 
Solvant 
Temps 
Température 
Rdt 
(%) 
1
129
 
L-Ala 
L-Phe 
L-Val 
L-Leu 
NaOH 
(1.25 eq) 
H2O 
18 h 
TA 
89 
85 
71 
69 
POCl3 
5 h 
Reflux 
78 
77 
64 
61 
2
130
 NH2
O
OH
n = 0, 1
(  )n
 
DMSO 
µW 
2.5 h 
150 °C 
42 AcOH 
µW 
30 à 50 min 
200 °C 
45 
Tableau 20 : Conditions réactionnelles décrites dans la littérature pour la synthèse du noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-
dione en deux étapes
129, 130
 
 D’autres voies de synthèse non séquentielles ont été développées en faisant réagir un α-
aminoacide avec l’anhydride isatoïque. Les solvants les plus couramment utilisés pour conduire au 
noyau désiré en une seule étape sont le DMSO
131, 132
, l’eau basique/l’acide acétique
133-135
 et le liquide 
ionique [bmim]Br
136
. Les différents schémas réactionnels sont présentés dans le Tableau 22. 
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N
H
O
O
O
NH
2
O
OH
R1
N
H
N
H
O
O
R1
Anhydride isatoïque
(1 eq)
Acide Aminé
(1 eq)
+
Solvant
Temps/Température
 
Condition 
Acide 
Aminé 
Solvant 
Conditions en 
Chauffage 
thermique 
Rdt 
(%) 
Conditions en 
Chauffage 
µW 
Rdt 
(%) 
1
131
 
Gly 
L-Ala 
L-Leu 
L-Phe 
L-Val 
L-HomoPro 
DMSO 
1.5 à 3 h 
Reflux 
92 
90 
95 
90 
85 
98 
3 à 5 min 
600 W 
20 
25 
18 
15 
20 
98 
2
133-135
 
L-Phe 
L-Glu 
(i) H2O – 
TEA (2eq) 
(ii) AcOH 
(i) 24 à 48 h 
TA 
(ii) 5 à 48 h 
Reflux 
78 
48 
- - 
3
136
 
Sar 
L-Pro 
L-HomoPro 
[bmim]Br 
20 à 95 min 
70 °C 
91 
95 
88 
- - 
Tableau 21 : Conditions réactionnelles décrites pour la synthèse du noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione à partir d’acides 
aminés
131-136
 
 L’utilisation de DMSO comme solvant réactionnel a conduit aux 6 composés issus de la 
condensation de la Gly, L-Ala, L-Leu, L-Phe, L-Val ou de la L-HomoPro sur l’anhydride isatoïque 
avec des rendements variant de 85% à 98% après 1.5 h à 3 h de chauffage thermique. Grâce à 
l’utilisation d’un chauffage par micro-ondes, ces 6 mêmes composés ont pu être synthétisés avec des 
temps de réaction réduits puisque seulement 3 à 5 min de chauffage par micro-ondes ont été 
nécessaires. Cependant, hormis pour la L-HomoPro où un chauffage thermique et par micro-ondes ont 
abouti au même rendement, pour la Gly, L-Ala, L-Leu, L-Phe et L-Val les rendements obtenus par 
chauffage par micro-ondes ont été nettement plus faibles que ceux obtenus par chauffage thermique
131
. 
 En condition eau basique/AcOH , la condensation de la L-Phe ou de la L-Glu sur l’anhydride 
isatoïque permet d’obtenir les produits correspondants avec des rendements de 78% et 48% 
respectivement
133, 135
. Cependant, les temps de réaction sont trop longs (de 29 h à 64 h pour les deux 
étapes cumulées) pour que ce protocole réactionnel soit applicable à la synthèse d’une chimiothèque 
de composés. 
 L’utilisation du liquide ionique [bmim]Br comme solvant de réaction a permis d’obtenir les 3 
produits issus de la condensation de la sarcosine (Sar), de la L-Pro ou de la L-HomoPro sur 
l’anhydride isatoïque avec des rendements de 91%, 95% et 88% respectivement
136
. Du fait des temps 
de réaction relativement courts (de 20 min à 95 min), cette stratégie est appropriée à la synthèse d’une 
chimiothèque de composés.  
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 D’autre part, la synthèse du noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione peut être également réalisée 
en faisant réagir l’anhydride isatoïque avec un α-aminoester éthylique dans la pyridine anhydre. Les 
principales conditions décrites dans la littérature
132, 137, 138
 sont présentées en Figure 68. 
N
H
O
O
O
NH
2
O
R1
EtO
N
H
N
H
O
O
R1
Anhydride isatoïque
(1 eq)
16 h - reflux
Pyridine anhydre
Ester Aminé
(1 eq)
R1 : H - Rdt = 48%
        CH3 - Rdt = 23%
        CH2(CH3)2 - Rdt = 77%
        CH2C6H5 - Rdt = 20%
+
 
Figure 68 : Conditions réactionnelles utilisées pour la synthèse du noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione dans la pyridine 
anhydre à partir d’α-aminoesters éthyliques
132
 
 Ces conditions réactionnelles à partir d’un α-aminoester éthylique constituent une autre piste à 
envisager. Les temps de réaction longs en chauffage thermique (16 h) pourraient être réduits par 
l’utilisation du chauffage par micro-ondes. 
 Le mécanisme pour l’obtention de ce noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione à partir de 
l’anhydride isatoïque et de l’α-aminoester est proposé en Figure 69. 
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Figure 69 : Mécanisme de formation du noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione 
 La première étape consiste en un processus d’addition/élimination de l’atome d’azote de l’α-
aminoester sur le centre le plus électrophile de l’anhydride isatoïque. Ce centre électrophile type ester 
est plus électrophile que celui type carbamate puisqu’il ne présente pas en alpha l’atome d’azote dont 
le doublet peut se délocaliser sur la fonction carbonyle. Après un équilibre prototropique et une étape 
de décarboxylation, un nouveau processus d’addition/élimination de l’atome d’azote de l’aniline sur la 
fonction ester méthylique permet d’aboutir à la formation du noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione et 
d’une molécule de méthanol. 
 Sur la base de ce qui a été décrit dans la littérature, nous avons essayé d’optimiser les 
conditions utilisant le liquide ionique et la pyridine anhydre comme solvants de réaction en remplaçant 
le chauffage thermique par un chauffage micro-ondes. 
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II.1.2. Synthèses développées pour conduire au noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione 
 
II.1.2.1. Synthèse du noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione dans le liquide ionique [bmim]BF4 
 
II.1.2.1.1. Influence d’une irradiation micro-ondes par rapport à un chauffage thermique 
 
 A partir des travaux réalisés par Jadidi et al.
136
 différentes conditions ont été essayées pour 
évaluer l’influence d’une irradiation micro-ondes (µW) par rapport à un chauffage thermique. La 
réaction test a été effectuée à partir de l’anhydride isatoïque et de la L-proline. Le [bmim]BF4 a été 
utilisé comme liquide ionique pour cette réaction afin d’aboutir au composé désiré 138.  
N
H
O
O
O
O
RO
NH
N
H
O
O
N
N
N
+
B
F
F
F
F
Anhydride isatoïque
(1 eq)
+
[bmim]BF4
Type de chauffage
Temps - Température
138 [bmim]BF4
(1 eq)  
Conditions R 
Type de 
chauffage 
Temps Température Rendement (%) 
1 H Thermique 1 h 60 °C 65 
2 H µW 20 min 60 °C 88 
3 
Me 
(HCl) 
µW 
20 min 
3x20 min 
60 °C 
80 °C 
Pas de conversion 
20 
Tableau 22 : Résultats obtenus pour la synthèse du produit 137 dans le liquide ionique [bmim]BF4 
 Dans ces conditions, un chauffage thermique d’1 h à 60 °C a été nécessaire pour aboutir au 
composé 138 avec un rendement de 65% (condition 1). A cette même température, sous irradiation 
micro-ondes, 20 min ont été suffisantes pour conduire au composé attendu avec un rendement de 88% 
(condition 2). En revanche, lorsque ces mêmes conditions micro-ondes sont appliquées sur l’anhydride 
isatoïque et la L-Pro-OMe, aucune conversion n’est observée. Trois irradiations successives de 20 min 
à 80 °C ont néanmoins permis de conduire au produit 138 désiré mais avec un rendement plus faible 
de 20%. L’ensemble de ces résultats montre que les meilleures conditions pour obtenir le noyau 1,4-
benzodiazépine-2,5-dione dans le liquide ionique [bmim]BF4 sont celles qui consiste à faire réagir 
l’anhydride isatoïque et la L-Pro sous irradiation micro-ondes pendant 20 min à 60 °C. Ces conditions 
réactionnelles ont donc été appliquées à d’autres α-aminoacides.  
 
II.1.2.1.2. Produits obtenus et rendements associés à partir de cette voie de synthèse dans le 
liquide ionique [bmim]BF4 par irradiation micro-ondes 
 
 Les structures obtenues et les rendements associés sont présentés dans le Tableau 23. 
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N
H
O
O
O
O
OH
NH
R2
R1
N
H
O
O
N
R1
R2
Anhydride isatoïque
(1 eq)
+
Acide aminé
(1 eq)
[bmim]BF4
µW
20 à 40 min - 60 à 70 °C
138 - 144  
Composé Acide aminé 
Temps 
Température 
Produit Rendement (%) 
138 
O
OH
NH
 
20 min - 60 °C 
N
H
O
O
N
 
88 
139 
O
OH
NH
 
30 min - 70 °C 
N
H
O
O
N
 
72 
140 
O
OH
NH
 
30 min - 70 °C 
N
H
O
O
N
 
57 
141 
O
OH
NH
 
40 min - 70 °C 
N
H
O
O
N
 
44 
142 
O
OH
NH
 
40 min - 70 °C 
N
H
O
O
N
 
50 
143 
O
OH
NH
2
 
20 min - 70 °C 
30 min - 80 °C 
N
H
O
O
N
H
 
Produit non 
observé 
144 
O
OH
NH
2
 
20 min - 60°C 
20 min - 70°C 
20 min - 100°C N
H
O
O
N
H
 
Produit observé à 
l’état de traces 
Tableau 23 : Structures et rendements obtenus à partir des conditions réactionnelles s'effectuant dans le liquide ionique 
[bmim]BF4 par irradiation micro-ondes (µW) 
 Les composés 138 à 142 ont été obtenus avec des rendements allant de 44% à 88%. En 
fonction de la nature de l’α-aminoacide de départ, les temps de réaction ont varié de 20 min à 40 min 
tandis que la température maximale appliquée a été de 70 °C. La di-substitution de l’atome d’azote de 
l’α-aminoacide semble être importante puisque l’irradiation micro-ondes appliquée à la sarcosine (N-
méthylglycine) a permis d’aboutir au composé désiré 142 avec un rendement de 50%. En revanche, 
une irradiation micro-ondes de 20 min à 70 °C appliquée à la glycine n’a pas conduit au produit 143. 
L’irradiation micro-ondes supplémentaire de 30 min à 80 °C a entrainé de la dégradation et le produit 
143 n’a pas été observé. De la même manière, des irradiations micro-ondes à différentes températures, 
60 °C, 70 °C et 100 °C appliquées successivement à la cycloleucine n’ont pas permis d’aboutir au 
composé 144 désiré. Ces résultats suggèrent que seuls des α-aminoacides portant une amine 
secondaire réagissent dans ces conditions réactionnelles. 
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 Comme nous l’avons vu dans la partie I.3.2., l’introduction d’un carbone spiranique en 
position 3 du noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione permet d’aboutir à des molécules respectant le 
cahier des charges du fragment privilégié. Afin d’obtenir des composés 3-spiro-1,4-benzodiazépine-
2,5-dione à partir de cette stratégie réactionnelle utilisant le liquide ionique [bmim]BF4 comme solvant 
réactionnel, nous avons décidé de synthétiser des α-aminoacides cycliques N-monométhylés. 
 
II.1.2.1.3. N-monométhylation d’α-aminoacides cycliques 
 
 La synthèse des α-aminoacides cycliques N-monométhylés a été réalisée à partir d’une 
séquence réactionnelle de protection, méthylation et déprotection
139, 140
. La stratégie de synthèse 
appliquée est présentée en Figure 70. 
NH
2
O
OH
NH
O
OH
Boc N
O
OH
Boc
NH
O
OH
(Boc)2O (1.1 eq)
TEA (1.5 eq)
DCM
12 h - TA
CH3I (8 eq)
NaH (4.7 eq)
THF anhydre
36 h - TA
(i) HCl (10 eq)
Dioxane
12 h - TA
(ii) oxyde de propylène 
(30 eq)
EtOH
4 h - TA145 - n = 0 - Rdt = 80%
146 - n = 2 - Rdt = 76%
147 - n = 0 - Rdt = 70%
148 - n = 2 - Rdt = 67%
149 - n = 0 - Rdt = 65%
150 - n = 2 - Rdt = 43%
(  )n (  )n (  )n (  )n
 
Figure 70 : Stratégie réalisée pour N-monométhyler deux α-aminoacides cycliques : l’acide 1-aminocyclopropanoïque (n = 
0) et la cycloleucine (n = 2) 
 L’acide 1-aminocyclopropanoïque (n = 0) et la cycloleucine (n = 2) ont d’abord été protégés 
par un groupement Boc afin d’obtenir les composés 145 et 146 avec des rendements respectifs de 80% 
et 76%. Ces produits protégés 145 et 146 ont ensuite été N-monométhylés en présence d’iodométhane 
en utilisant l’hydrure de sodium comme base dans le THF anhydre pour aboutir aux composés 147 et 
148 avec des rendements de 70% et 67% respectivement. Les produits 147 et 148 ont ensuite été 
déprotégés avec une solution d’HCl dans le dioxane pour conduire aux composés 149 et 150, isolés 
sous forme libre, avec des rendements de 65% et 43%. 
 Les deux α-aminoacides cycliques 149 et 150 ont été engagés dans les conditions 
réactionnelles optimisées précédemment. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 24. 
N
H
O
O
O
O
OH
NH
N
H
O
O
N
Anhydride isatoïque
(1 eq)
Acide aminé non naturel (1 eq)
n = 0 (149)
n = 2 (150)
[bmim]BF4
µW
20 à 30 min - 60 à 100 °C
151 et 152
( )n ( )n
+
 
Composé Acide aminé 
Temps 
Température 
Produit Rendement (%) 
151 
O
OH
NH
 
20 min - 60 °C 
20 min - 80 °C 
30 min - 100 °C NH
O
O
N
 
Pas de conversion 
Produit observé à l’état de traces 
Produit observé à l’état de traces 
152 
O
OH
NH
 
20 min - 60 °C 
20 min - 80 °C 
30 min - 100 °C NH
O
O
N
 
Pas de conversion 
Pas de conversion et dégradation 
Dégradation 
Tableau 24 : Conditions appliquées pour la synthèse des composés 151 et 152 à partir des α-aminoacide cycliques 
N-monométhylés 149 et 150 
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 Dans les deux cas, à l’issue d’irradiations micro-ondes successives à des températures 
croissantes (60 °C, 80 °C et 100 °C), le produit désiré n’a pas été observé (151) ou uniquement à l’état 
de traces (152). De plus, à partir de 80 °C, le milieu réactionnel se dégrade. 
 Comme l’indique les résultats du Tableau 24, ces conditions réactionnelles ne peuvent pas être 
étendues aux α-aminoacides cycliques. Or, l’intérêt est justement d’introduire en position 3 un carbone 
spiranique afin d’ajouter de l’originalité, de la rigidité et d’apporter un caractère tridimensionnel au 
noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione. Etant donné que ces conditions utilisant le liquide ionique 
[bmim]BF4 comme solvant de réaction n’ont pas permis d’obtenir ce type de structure, une autre 
stratégie a été développée. 
 
II.1.2.2. Synthèse du noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione dans la pyridine anhydre 
 
II.1.2.2.1. Influence du solvant dans des conditions d’irradiation micro-ondes 
 
 A l’issue de travaux précédemment réalisés au sein de notre laboratoire, il avait été constaté 
que la synthèse de benzodiazépine pouvait être réalisée par chauffage thermique d’une solution 
d’anhydride isatoïque et d’un α-aminoacide sous forme d’ester méthylique dans la pyridine anhydre.  
Nous avons donc cherché à examiner si, par irradiation micro-ondes dans ces mêmes 
conditions ont pouvait obtenir les produits désirés dans un temps de réaction plus court. Nous avons 
également comparé l’influence du solvant sur cette réaction en comparant la pyridine avec le DMSO et 
l’AcOH. La réaction test a été effectuée en partant de l’anhydride isatoïque et de la glycine sous forme 
d’ester méthylique (Gly-OMe). La température a été fixée à 130 °C et le temps de réaction à 30 min 
(Figure 71). Ces différentes expériences ont été comparées en évaluant la conversion par LC/MS. 
N
H
O
O
O
O
NH
2
MeO
N
H
O
O
N
H
Anhydride isatoïque
(1 eq)
+
Gly-OMe
(1.1 eq)
pyridine anhydre
µW
30 min - 130 °C
HCl
143
Rdt = 62%  
Figure 71 : Conditions réactionnelles optimisées pour la synthèse du composé 143 
 Une irradiation micro-ondes de 30 min à 130 °C dans la pyridine anhydre a permis d’aboutir 
au composé désiré 143 avec un rendement de 62%. Dans ces mêmes conditions de chauffage, mais en 
utilisant soit le DMSO, soit l’AcOH, le produit désiré 143 n’a jamais été observé et le milieu 
réactionnel s’est dégradé. Par conséquent, la pyridine anhydre a été conservée comme solvant et le 
temps et la température d’irradiation micro-ondes ont ensuite été optimisés. 
 
II.1.2.2.2. Influence du temps et de la température 
 
 Les paramètres temps et température dans les conditions d’une irradiation micro-ondes ont été 
examinés dans le cadre de la réaction entre l’anhydride isatoïque et la Gly-OMe dans la pyridine 
Chapitre II – Approche par fragments : synthèse de fragments privilégiés permettant une plus large 
exploration de l’espace chimique 
 
112 
 
anhydre. De plus, nous avons de nouveau comparé les résultats obtenus par chauffage par micro-ondes 
et par chauffage thermique. Pour chacune des conditions, la conversion en produit désiré 143, 
déterminée par LC/MS, ainsi que le rendement, obtenu après purification, sont présentées dans le 
Tableau 25 où figure également les conditions décrites dans la littérature
132
. 
N
H
O
O
O
O
NH
2
RO
N
H
O
O
N
H
Anhydride isatoïque
(1 eq)
+
Gly-OR
(1.1 eq)
Pyridine anhydre
µW ou chauffage thermique
Temps/Température
HCl
143
 
Condition R 
Type de 
chauffage 
Temps/Température Conversion (%) Rdt (%) 
1 Me µW 30 min - 130 °C 100 62 
2 Me µW 30 min - 120 °C 100 45 
3 Me µW 
30 min - 110 °C 
30 min - 110 °C 
80 
100 
 
34 
4 Me µW 10 min - 150 °C 100 76 
5 Me Thermique 19 h - 120 °C 100 70 
6
132
 Et Thermique 16 h - 120 °C - 48 
Tableau 25 : Résultats concernant l’influence des paramètres temps et température de l'irradiation micro-ondes et 
intérêt de l'irradiation (µW) par rapport à un chauffage thermique pour la synthèse du composé 143 
 Pour une durée d’irradiation identique de 30 min, le paramètre température a une influence sur 
la réaction puisqu’à 110 °C une conversion de seulement 80% a été observée (condition 3) alors qu’à 
120 °C (condition 2) et 130 °C (condition 1) la conversion était totale. Pour obtenir une conversion 
totale à 110 °C il a fallu 60 min, soit deux fois plus de temps (condition 3). Finalement, une 
diminution du temps d’irradiation à 10 min accompagnée d’une augmentation de température à 150°C, 
a permis d’obtenir une conversion totale et un rendement de 76% (condition 4).  
 En parallèle, un chauffage thermique de 19 h à 120 °C a conduit à une conversion totale et le 
produit 143 a été isolé avec un rendement de 70%. Le temps réactionnel est proche de celui décrit dans 
la littérature (condition 5 vs condition 6). Ce résultat confirme l’intérêt de l’utilisation d’une 
irradiation micro-ondes par rapport au chauffage thermique qui a permis de réduire considérablement 
le temps de réaction tout en conservant une conversion totale en produit désiré 143 (condition 4 vs 
condition 5). Ainsi, ces conditions réactionnelles d’irradiation micro-ondes de 10 min à 150 °C ont été 
appliquées à différents α-aminoesters méthyliques. 
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II.1.2.2.3. Produits obtenus et rendements associés à partir de cette voie de synthèse dans la 
pyridine 
 
 Les différents produits obtenus ainsi que les rendements associés sont présentés dans le 
Tableau 26. 
N
H
O
O
O
O
NH
2
MeO
R
N
H
O
O
N
H
R
Anhydride isatoïque
(1 eq)
+
Ester aminé
(1.1 eq)
Pyridine anhydre
µW
10 à 50 min - 150 °C
HCl
143 - 144
152 - 155  
Ester aminé Temps Composé Structure Rendement (%) 
O
NH
2
MeO
HCl
 
10 min 143 
N
H
O
O
N
H
 
76 
O
NH
2
MeO
HCl
 
10 min 153 
N
H
O
O
N
H
 
42 
O
NH
2
MeO
HCl  
30 min 154 
N
H
O
O
N
H
 
43 
O
NH
2
MeO
HCl  
50 min 155 
N
H
O
O
N
H
 
35 
O
NH
2
MeO
HCl  
30 min 
156 
N
H
O
O
N
H
 28 
156’ 
N
H
O
O
N
H
 
O
NH
2
MeO
HCl
 
10 min 144 
N
H
O
O
N
H
 
Plus de produit de 
départ 
Produit non observé 
Mélange réactionnel 
très complexe 
Tableau 26 : Structures obtenues et rendements associés à partir des conditions réactionnelles s'effectuant dans la 
pyridine anhydre par irradiation micro-ondes (µW) à 150°C 
 Les structures 143 et 153 à 156 ont été obtenues avec des rendements variant de 28% à 76%. 
En fonction de l’α-aminoester méthylique de départ, les temps réactionnels varient de 10 min à 50 min 
pour une température fixée à 150 °C. Lors de la caractérisation par RMN du composé 156 deux 
populations de carbone ont été observées. Une expérience RMN à haute température (80 °C) a permis 
de confirmer qu’il ne s’agissait pas de conformères. Nous avons donc émis l’hypothèse qu’une 
épimérisation de l’atome de carbone en alpha de la fonction carbonyle pouvait avoir lieu ce qui 
conduit à l’obtention d’un mélange des deux diastéréoisomères 156 et 156’. Afin de vérifier si les 
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composés 153 à 155 sont sous forme de mélange racémique, une mesure du pouvoir rotatoire va être 
effectuée.  
 Une irradiation micro-ondes de 10 min à 150 °C appliquée à la cycloleucine sous forme 
d’ester méthylique n’a pas permis d’aboutir au composé désiré 144. A l’issue de cette irradiation, bien 
que l’anhydride isatoïque ait été totalement consommé, un mélange très complexe a été obtenu et le 
produit 144 n’a pas été observé. Il a donc été décidé d’optimiser ces conditions d’irradiation à partir de 
la cycloleucine sous forme d’ester méthylique afin de pouvoir obtenir le composé 144. 
 
II.1.2.2.4. Optimisation de conditions réactionnelles pour la synthèse du noyau 1,4-
benzodiazépine-2,5-dione possédant un carbone spiranique en position 3 
 
 Différentes irradiations micro-ondes ont été appliquées en faisant varier la température (de 180 
°C à 250 °C) et le temps (de 10 min à 30 min). Pour chacune de ces expériences, la conversion en 
produit désiré 144 a été déterminée par LC/MS et les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 
27. 
N
H
O
O
O
O
NH
2
MeO
N
H
O
O
N
H
Anhydride isatoïque
(1 eq)
+
cycloleucine-OMe
(1.1 eq)
Pyridine anhydre
µW
10 ou 30 min - Température
HCl
144 
 
Condition Temps (min) Température (°C) Conversion (%) 
1 10 180 20 
2 10 200 40 
3 10 230 55 
4 10 250 65 
5 30 180 25 
6 30 200 45 
7 30 230 75 
8 30 250 75 
Tableau 27 : Résultats obtenus en faisant varier la température et le temps pour la synthèse du composé 144 sous 
irradiation micro-ondes 
 Ces résultats indiquent que l’augmentation de température permet d’aboutir à une conversion 
plus élevée en produit désiré 144. A une même température d’irradiation, un temps de 30 min permet 
d’augmenter la conversion par rapport à un temps de 10 min. Les meilleures conversions ont été 
obtenues après une irradiation de 30 min à 230 °C et 250 °C. La condition 7 (30 min, 230 °C) a permis 
d’isoler le composé 144 avec un rendement de 65%.  
 De façon à exemplifier cette voie de synthèse, il a été décidé de synthétiser d’autres α-
aminoesters méthyliques non naturels possédant un carbone spiranique. 
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II.1.2.2.5. Synthèse d’α-aminoesters cycliques 
 
 La stratégie de synthèse envisagée pour l’obtention d’α-aminoesters cycliques sous forme 
méthyliques est présentée en Figure 72. 
O
NH
N
H
O
O
N
N
O
OBoc
Boc
NH
2O
OMe
ClH
KCN (1.5 eq) 
(NH4)2CO3 (3 eq)
H2O/MeOH (1/1)
µW
10 min - 90 °C
(Boc)2O (5 eq)
TEA (1 eq)
DMAP  (0.04 eq)
DME
µW
20 min - 40 °C
(i) NaOH (9 eq)
157 - 159
Rdt = 75% - 98%
160 - 162
Rdt = 84% - 99%
DME
µW
10 min - 80 °C
(ii) SOCl2 (5 eq)
MeOH
3 h - reflux
163 - 165
Rdt = 60% - 79%
Etape A Etape B
Etape C
 
Figure 72 : Stratégie réactionnelle de synthèse des α-aminoesters cycliques 163 à 165 à partir de cétones cycliques 
 Cette stratégie de synthèse, basée sur des travaux décrits dans la littérature
141-143
, a permis 
d’aboutir en quatre étapes aux différents α-aminoesters désirés 163 à 165 à partir des cétones cycliques 
correspondantes. Ainsi, trois cétones cycliques ont été engagées dans cette stratégie de synthèse : la 4-
méthylpipéridone, la 4-propylpipéridone et la 4-oxanone. La première étape a consisté à obtenir les 
noyaux spirohydantoïnes 157 à 159 à partir des trois cétones cycliques. Les hétérocycles hydantoïnes 
ont ensuite été activés en substituant les deux atomes d’azote par des groupements Boc afin de pouvoir 
les hydrolyser pour aboutir aux α-aminoacides qui ont été directement estérifiés pour obtenir les α-
aminoesters cycliques 163 à 165. Les rendements obtenus pour ces différentes étapes sont présentés 
dans le Tableau 28. 
Composé Structure 
Rendement (%) 
Etape A 
Rendement (%) 
Etape B 
Rendement (%) 
Etape C 
163 
NH
2
O
OMe
N
ClH  
98 99 60 
164 
NH
2
O
OMe
N
ClH  
75 85 79 
165 
NH
2
O
OMe
O
ClH  
97 84 72 
Tableau 28 : Rendements obtenus pour les trois étapes de synthèse des composés 163 à 165 
Chapitre II – Approche par fragments : synthèse de fragments privilégiés permettant une plus large 
exploration de l’espace chimique 
 
116 
 
 Ces trois étapes ont été optimisées par rapport à celles décrites dans la littérature :  
Etape A : les optimisations faites sur cette première étape seront présentées dans la partie II.2. puisque 
le cycle spirohydantoïne constitue le second noyau étudié pendant ces travaux de recherche.  
Etape B : les premières réactions d’activation du noyau hydantoïne ont été faites à température 
ambiante. Les temps de réaction, conformes à ceux décrits dans la littérature
141, 143
, ont varié de 4 h à 
16 h et les rendements allaient de 81% à 99%. Cette synthèse a ensuite été réalisée avec une irradiation 
micro-ondes afin de réduire les temps de réaction. Les nombres d’équivalents de (Boc)2O, de TEA et 
DMAP étaient identiques à ceux utilisés à température ambiante. Dans ces conditions, une irradiation 
de 20 min à 40 °C a conduit aux différents composés 160 à 162 avec des rendements variant de 84% à 
99%. L’utilisation d’une irradiation micro-ondes a donc permis de réduire significativement les temps 
de réaction tout en conservant des rendements similaires à ceux obtenus à température ambiante. 
Etape C : l’étape d’hydrolyse du noyau hydantoïne a d’abord été réalisée par voie thermique. Les 
composés 160 à 162 ont réagi avec de l’hydroxyde de sodium comme base dans le DME pendant 6 h à 
24 h à reflux. Les différents α-aminoacides ont été isolés avec des rendements allant de 60% à 75%.  
De la même manière que pour l’étape B, dans le but de diminuer ce temps de réaction, cette hydrolyse 
a été réalisée avec une irradiation micro-ondes. En utilisant le même nombre d’équivalents 
d’hydroxyde de sodium, une irradiation de 20 min à 80 °C a permis d’aboutir aux différents α-
aminoacides qui ont directement été estérifiés avec le chlorure de thionyle dans le méthanol. Les 
produits désirés 163 à 165 ont été obtenus après 3 h d’agitation à reflux. Les rendements de l’étape 
d’hydrolyse et d’estérification ont variés de 60% à 79%.  
 Les trois α-aminoesters cycliques 163 et 165 ont ensuite réagi avec l’anhydride isatoïque pour 
former le noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 
29. 
N
H
O
O
O
O
NH
2
MeO
N
H
O
O
N
H
Anhydride isatoïque
(1 eq)
+
Ester aminé
(1.1 eq)
Pyridine anhydre
µW
30 min à 230 °C
puis 30 min à 250 °C
HCl
166 - 168 
 
Ester aminé Composé Structure 
Rendement 
(%) 
N
O
NH
2
MeO
HCl
 
166 N
N
H
O
O
N
H
 
12 
N
O
NH
2
MeO
HCl
 
167 N
N
H
O
O
N
H
 
7 
O
O
NH
2
MeO
HCl  
168 O
N
H
O
O
N
H
 
16 
Tableau 29 : Rendements obtenus pour la synthèse des composés 144, et 166 à 168 par irradiation micro-ondes 
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 Les trois noyaux 1,4-benzodiazépine-2,5-dione (166 à 168) possédant un carbone spiranique 
en position 3 ont été obtenus avec des rendements allant de 7% à 16%. Après une première irradiation 
de 30 min à 230 °C le produit désiré n’a pas été observé donc une deuxième irradiation de 30 min à 
250 °C a été appliquée. Les très faibles rendements obtenus pour les composés 166 à 168 s’expliquent 
par la nécessité d’effectuer deux purifications consécutives pour chaque produit à cause de la présence 
de nombreux produits secondaires dans le milieu réactionnel.  
 Aux vues des difficultés rencontrées pour synthétiser le noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione 
possédant un carbone spiranique en position 3 il a été décidé de ne pas poursuivre les travaux liés à la 
synthèse de ces dérivés. 
 
II.1.2.3. Conclusion sur les stratégies développées pour synthétiser le noyau 1,4-
benzodiazépine-2,5-dione 
 
 Au cours de cette étude trois voies de synthèse ont été optimisées. Ces trois voies ont reposé 
sur l’utilisation d’un chauffage par micro-ondes. Ces différentes stratégies ainsi que les produits 
obtenus sont résumées en Figure 73. 
N
H
O
O
O
O
OH
NH
R1
R2
N
O
O
N
H
N
O
O
N
H
N
O
O
N
H
N
H
O
O
O
O
NH
2
MeO
N
H
O
O
N
H
N
H
O
O
O
O
NH
2
MeO
N
H
O
O
N
H
N
N
O
Anhydride isatoïque
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(1 eq)
[bmim]BF4
µW
20 à 40 min - 60 à 70 °C
138 - 142
Rdt = 44% - 88%
A
Anhydride isatoïque
(1 eq)
Ester aminé
(1.1 eq)
Pyridine anhydre
µW
10 à 50 min - 150 °C
HCl
143
153 - 156
Rdt = 28% - 76% 
B
H
Me
Anhydride isatoïque
(1 eq)
Ester aminé
(1.1 eq)
Pyridine anhydre
µW
30 à 60 min - 230 à 250 °C
HCl
144
166 - 168
Rdt = 7% - 65% 
C
(  )n n = 0, 1 et 2
+
+
+
 
Figure 73 : Stratégies développées pour la synthèse du noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione 
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 La première stratégie, notée A, a consisté en la réaction d’un α-aminoacide portant une amine 
secondaire sur l’anhydride isatoïque dans le liquide ionique [bmim]BF4 utilisé comme solvant de 
réaction. Une irradiation micro-ondes de 20 à 40 min appliquée à 60 °C ou à 70 °C a permis d’obtenir 
5 composés avec des rendements allant de 44% à 88%. Bien que cette stratégie ait été directe, elle n’a 
pas pu être étendue à d’autres α-aminoacides cycliques, c’est pourquoi une nouvelle voie de synthèse a 
été développée. 
 La seconde stratégie mise au point, notée B, a consisté à faire réagir un α-aminoester 
méthylique avec l’anhydride isatoïque dans la pyridine anhydre. Un chauffage par micro-ondes de 10 à 
50 min à une température de 150 °C a conduit à l’obtention de 5 composés avec des rendements 
variant de 28% à 76%. Afin d’obtenir des produits avec un carbone spiranique en position 3 du noyau 
1,4-benzodiazépine-2,5-dione, d’autres conditions ont été développées. 
 Cette troisième stratégie, notée C, a consisté à faire réagir l’anhydride isatoïque avec des α-
aminoesters cycliques qui ont été préalablement synthétisés. Une irradiation micro-ondes de 30 à 
60 min à une température de 230 °C puis 250 °C a permis d’obtenir 4 composés présentant un carbone 
spiranique en position 3 du noyau 1,4-benzodizépine-2,5-dione. Les rendements associés à ces 
composés ont varié de 7% à 65%.  
 Selon ces trois stratégies de synthèse, 14 composés avec un noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-
dione ont été isolés. Les propriétés physico-chimiques ainsi que les formes géométriques de ces 
composés ont été analysées.  
II.1.3. Caractérisation de la chimiothèque focalisée autour du noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-
dione 
 
II.1.3.1  Propriétés physico-chimiques 
 
 Les propriétés physico-chimiques des 14 composés obtenus sont représentées en Figure 74. 
 
Figure 74 : Propriétés physico-chimiques des 14 composés synthétisés avec un noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione 
 Comme attendu, ces résultats montrent que la règle des 3 est respectée pour l’ensemble des 14 
composés synthétisés présentant le noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione. Parmi ces 14 composés, 10 
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présentent un nombre de liaison à libre rotation égale à 0, ce qui atteste de la rigidité des structures, 
caractère important du fragment privilégié.  
 Les structures tridimensionnelles de ces 14 composés ont été analysées in silico. Le graphique 
illustrant les formes géométriques des 14 composés à partir de leurs trois principaux moments d’inertie 
est présenté en Figure 75. 
 
Figure 75 : Représentation 3D des 14 composés synthétisés présentant le noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione (croix 
noires) – les carrés bleus correspondent aux fragments de notre chimiothèque  
 Ce graphique révèle que les 14 composés de cette chimiothèque focalisée autour du noyau 1,4-
benzodiazépine-2,5-dione (croix noires) adoptent des formes géométriques différentes. De plus, ils 
tendent à être moins linéaires et moins plans que la très grande majorité des fragments de notre 
chimiothèque (représentés par des carrés bleus). Comme attendu, les composés possédant un carbone 
spiranique présentent un caractère 3D plus marqué par rapport aux autres composés. 
 Comme nous venons de le voir, l’introduction d’un carbone spiranique en position 3 de 
l’hétérocycle 1,4-benzodiazépine-2,5-dione permet d’aboutir à des fragments (144, 166 à 168) qui 
respectent le cahier des charges du fragment privilégié. Cependant, la voie de synthèse de ces 
composés n’est pas adaptée à la conception d’une chimiothèque large. En effet, bien que les temps de 
réaction aient été optimisés, les rendements ont été trop faibles. Nous nous sommes donc intéressés à 
une autre structure chimique pour concevoir une chimiothèque focalisée. Au cours de la synthèse des 
α-aminoacides cycliques à partir des cétones correspondantes (Figure 72), le noyau 5-spiro-1,3-
imidazolidine-2,4-dione a été obtenu. Ce noyau respecte lui aussi les critères du fragment privilégié 
c’est pourquoi nous avons décidé de développer une voie de synthèse pour accéder rapidement à des 
analogues comportant ce squelette. 
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II.2. Voies d’accès au noyau spirohydantoïne et caractérisation de la chimiothèque 
focalisée
144
 
 
II.2.1. Voies d’accès existantes du noyau spirohydantoïne 
 
 La première synthèse du noyau 1,3-imidazolidine-2,4-dione, aussi appelé hydantoïne, a été 
développée par Bergs en 1929. Cette synthèse consistait à traiter un dérivé carbonylé (aldéhyde ou 
cétone) avec le cyanure de potassium (KCN), le carbonate d’ammonium ((NH4)2CO3) et le dioxyde de 
carbone sous pression et à 80 °C
145
. En 1934, Bucherer a rapporté que l’utilisation de dioxyde de 
carbone sous pression n’était pas nécessaire et que la réaction pouvait s’effectuer dans l’eau ou le 
benzène à une température ne dépassant pas 70 °C
145
. Dans la même année, cette procédure a été 
modifiée par Bucherer et Lieb qui ont remarqué qu’un mélange hydro-alcoolique à 50% était un bon 
solvant et permettait d’obtenir de bons rendements à la fois avec les aldéhydes et les cétones
146
. Ces 
travaux ont constitué le point de départ de l’étude du noyau hydantoïne.  
 Le mécanisme réactionnel de formation du noyau hydantoïne à partir d’une cétone
147
 est 
proposé en Figure 76. 
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Figure 76 : Mécanisme réactionnel de formation du noyau hydantoïne à partir d'une cétone
147
 
 La première étape consiste à obtenir l’imine par addition nucléophile de l’ammoniac sur la 
cétone. L’anion CN
-
 va ensuite s’additionner sur l’imine pour former l’intermédiaire noté A. 
L’intermédiaire A va ensuite réagir avec le dioxyde de carbone pour aboutir après prototropie au 
composé B. Par réaction intramoléculaire, le composé B va conduire au composé cyclique C qui se 
réarrange pour donner le produit D porteur d’une fonction isocyanate. L’attaque nucléophile de 
l’atome d’azote de l’amide sur le carbone électrophile de l’isocyanate permet d’aboutir, après une 
dernière prototropie, au noyau hydantoïne E.  
 Les premières synthèses du noyau spirohydantoïne ont été basées sur ces conditions 
réactionnelles. La cyclopentanone est traitée avec un excès de KCN et de (NH4)2CO3 dans un mélange 
eau/éthanol
148
 ou eau/méthanol
149
 (1/1) à reflux pendant 6 h à 8 h (Figure 77). La synthèse réalisée 
dans un mélange eau/éthanol conduit à la spirohydantoïne désirée (1,3-diazaspiro[4.4]nonane-2,4-
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dione) avec un rendement de 73% alors que dans un mélange eau/méthanol, le rendement a été de 
85%. 
O
NH
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O
NH
N
H
O
O
(1 eq)
KCN (1.5 eq)
(NH4)2CO3 (4 eq)
H2O/EtOH
8 h - reflux
Rdt = 73%
KCN (3 eq)
(NH4)2CO3 (5 eq)
H2O/MeOH
6 h - reflux
Rdt = 85%  
Figure 77 : Conditions de la littérature pour la synthèse du noyau spirohydantoïne par la réaction de Bucherer-Bergs
148, 
149
 
 Afin de réduire les temps de réaction, ces conditions réactionnelles ont été adaptées à la 
synthèse sous micro-ondes
150, 151
. Deux études ont été publiées ; la première étude a consisté à 
appliquer une irradiation micro-ondes durant 3 à 13 min à 100 W dans un mélange eau/éthanol (1/1). 
Parmi les 10 exemples décrits dans ces travaux, seules deux hydantoïnes possèdent un carbone 
spiranique. Ces deux exemples ainsi que les conditions utilisées sont présentées en Figure 78. 
O
NH
N
H
O
O
NH
N
H
O
O
KCN 
(NH4)2CO3 
H2O/EtOH
µW
7 min - 100 W
µW
13 min - 100 W
Rdt : 98%
(Voie thermique : 4 h - reflux - Rdt = 91%) 
Rdt : 83%
(Voie thermique : 10 h - reflux - Rdt = 71%)  
Figure 78 : Conditions d'irradiation micro-ondes appliquées pour la synthèse de deux composés possédant un noyau 
spirohydantoïne dans un mélange eau/éthanol (1/1)
150
 
  Dans les conditions utilisées, l’irradiation micro-ondes de la cyclohexanone à 100 W 
pendant 7 min a permis d’aboutir au 1,3-diazaspiro[4.5]decane-2,4-dione désiré avec un rendement de 
98% alors que par voie thermique il a fallu 4h de reflux pour obtenir 91% de produit. De la même 
manière, l’irradiation de l’anthrone à 100 W pendant 13 min a conduit au produit attendu avec un 
rendement de 83% alors que 10 h de chauffage thermique ont été nécessaires pour isoler le même 
produit avec un rendement de 71%. 
 Une seconde étude
151
 a consisté à évaluer l’influence du temps et de la température de 
l’irradiation micro-ondes sur la réaction test présentée en Figure 79.  
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KCN (2.1 eq)
(NH4)2CO3 (2.15 eq) 
H2O/MeOH (1/1)
µW
 
Figure 79 : Réaction test envisagée pour évaluer l'influence des paramètres temps et température
151
 
 Cette réaction test a été effectuée dans un mélange eau/méthanol (1/1). Différents temps (de 2 
à 10 min) et températures (de 100 à 170 °C) ont été appliqués et les meilleurs rendements en 
spirohydantoïne ont été obtenus au bout de 8 min d’irradiation à des températures de 110 °C à 130 °C.  
 Les auteurs ont ensuite appliqué ces conditions d’irradiation (8 min – 120 à 140 °C) à 
plusieurs cétones cycliques et ils ont comparé les rendements obtenus par chauffage thermique (6 à 8 h 
– reflux) et par irradiation micro-ondes. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 30. 
NH
N
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O
X
R1
R2
R3
X
O
R1
R2
R3
KCN (2.1 eq)
(NH4)2CO3 (2.15 eq) 
H2O/MeOH (1/1)
µW
8 min - 110 à 140 °C
Chauffage thermique
6 à 8 h - reflux
(  )n
(  )n
 
N° X n R1 R2 R3 
Température 
µW (°C) 
Rendement 
µW (%) 
Rendement 
thermique (%) 
1 C 0 H H H 140 80 20 
2 C 1 H H H 120 94 59 
3 C 1 H H Me 120 77 16 
4 C 1 H Me H 140 97 25 
5 C 2 H H H 140 50 87 
6 C 3 H H H 140 85 100 
7 N 1 H H H 120 46 57 
8 N 1 Me H H 140 35 26 
9 N 1 CH2C6H5 H H 130 99 61 
Tableau 30 : Structures isolées et rendements obtenus par irradiation micro-ondes et par chauffage thermique
151
 
 En série cycloalcanone (N°1 à 6), une irradiation de 8 min à des températures comprises entre 
120 et 140 °C a permis d’obtenir les différents composés désirés avec des rendements allant de 50% à 
97%. Hormis pour la cycloheptanone (N°5) et la cyclooctanone (N°6) où les rendements obtenus par 
irradiation micro-ondes ont été moins élevés que ceux obtenus par chauffage thermique, dans les 
autres cas (N°1 à 4) l’irradiation micro-ondes a permis d’accroitre le rendement tout en diminuant 
significativement les temps de réaction (de 6 h par chauffage thermique à 8min par irradiation micro-
ondes). 
 Dans la série pipéridone (N°7 à 9), l’irradiation de 8 min à des températures comprises entre 
120 et 140 °C a conduit aux produits désirés avec des rendements variant de 35% à 99%. Cette 
irradiation micro-ondes a permis d’améliorer le rendement pour la N-méthylpipéridone (N°8) et pour 
la N-benzylpipéridone (N°9) alors que pour la pipéridone (N°7) le chauffage thermique a conduit à un 
meilleur rendement. 
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 Nous nous sommes donc appuyés sur ces travaux pour envisager la synthèse de nouvelles 
spirohydantoïnes sous irradiation micro-ondes. 
 
II.2.2. Synthèses développées pour conduire au noyau 5-spiro-1,3-imidazolidine-2,4-dione  
 
II.2.2.1. Influence de l’irradiation micro-ondes par rapport au chauffage thermique pour la 
synthèse du noyau 5-spiro-1,3-imidazolidine-2,4-dione 
 
 L’intérêt de l’irradiation micro-ondes a été examiné en faisant réagir la cyclohexanone avec un 
excès de KCN et de (NH4)2CO3 dans un mélange eau/méthanol (1/1) soit par irradiation micro-ondes 
soit par chauffage thermique. Pour ces deux expériences, le rendement a été déterminé et les résultats 
sont présentés dans le Tableau 31 où figurent également les rendements décrits dans la littérature. 
NH
NH
O
O
O
KCN (1.5 eq)
(NH4)2CO3 (3 eq) 
H2O/MeOH (1/1)
µW ou chauffage thermique
Temps - Température 169  
Condition Type de chauffage Temps/Température Rendement (%) 
1 (littérature
151
) Thermique 6 h - reflux 59 
2 Thermique 4 h - 90 °C 63 
3 µW 10 min - 90 °C 98 
4 (littérature
151
) µW 8 min - 120 °C 94 
Tableau 31 : Rendements obtenus pour la synthèse du produit 169 selon une irradiation micro-ondes ou un chauffage 
thermique 
 Par chauffage thermique, le produit 169 a pu être obtenu après 4 h de réaction à 90 °C avec un 
rendement de 63% (condition 2). Ce résultat est similaire à celui décrit dans la littérature (condition 
1)
151
. A partir de la même procédure réactionnelle, une irradiation micro-ondes de 10 min à 90 °C a 
permis d’aboutir au produit 169 avec un meilleur rendement de 98% (condition 3). Ce rendement est 
similaire à celui obtenu dans la littérature après une irradiation de 8 min à 120 °C. Bien que notre 
procédure soit plus longue de 2 min, la température appliquée est moins importante ce qui pourrait 
éviter de potentielles dégradations. Nous nous sommes ensuite intéressés à l’influence du solvant dans 
ces conditions d’irradiation micro-ondes. 
 
II.2.2.2. Influence du solvant dans des conditions d’irradiation micro-ondes 
 
 L’influence du solvant a été évaluée en utilisant le même protocole que celui décrit 
précédemment (irradiation de 10 min à 90 °C dans un excès de KCN et de (NH4)2CO3. Un mélange 
eau/éthanol (1/1) ou eau/méthanol (1/1) a été utilisé pour obtenir les composés 169 et 170 à partir de la 
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cyclohexanone et de la pipéridone. Les rendements obtenus pour ces deux composés sont présentés 
dans le Tableau 32. 
X
NH
NH
O
O
X
O
KCN (1.5 eq)
(NH4)2CO3 (3 eq) 
Solvant
µW 
10 min - 90 °C
169 - X : CH2
170 - X : NH
 
N° X Solvants (1/1) 
Rendement 
(%) 
1 CH2 eau/méthanol 98 
2 CH2 eau/éthanol 83 
3 NH eau/méthanol 76 
4 NH eau/éthanol 70 
Tableau 32 : Rendements obtenus pour les produits 169 et 170 selon la procédure d’irradiation micro-ondes dans un 
mélange eau/méthanol (1/1) ou eau/éthanol (1/1) 
 L’irradiation de 10 min à 90 °C de la cyclohexanone dans un mélange eau/éthanol (1/1) a 
conduit au produit 169 avec un rendement de 83% (N°2). Ce rendement est légèrement moins bon que 
celui obtenu (98%) en appliquant la même procédure réactionnelle dans un mélange eau/méthanol 
(1/1) (N°1 vs 2). Ce constat est confirmé avec les résultats obtenus suite à l’irradiation de la pipéridone 
conduisant au produit 170. En effet, dans le solvant eau/méthanol (1/1), le rendement obtenu a été de 
76% alors qu’il a été de 70% dans l’eau/éthanol (1/1) (N°3 vs 4). Enfin, le rendement obtenu pour la 
synthèse du composé 170 selon notre approche (76% - N°3) est meilleur que celui décrit dans la 
littérature qui était de 46% (Tableau 30 - N°7). 
 Ces conditions d’irradiation de 10 min à 90 °C, ont donc été sélectionnées et appliquées à 
différentes cétones cycliques substituées ou non
144
. 
 
II.2.2.3. Spirohydantoïnes synthétisées par irradiation micro-ondes 
 
 Les différentes structures ainsi que les rendements associés obtenus après purification sont 
présentés dans le Tableau 33. 
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O
NH
NH
O
O
KCN (1.5 eq)
(NH4)2CO3 (3 eq)
H2O/MeOH (1/1)
µW
10 min - 90 °CR
R  
Cétone  Composé Structure 
Rdt 
(%) 
Cétone Composé Structure 
Rdt 
(%) 
O
 171 
NH
NH
O
O  
60 
N
O
Et
 
175 
N
NH
NH
O
O
Et
 
100 
O
 
172 NH
NH
O
O  
91 
N
O
Pr
 
158 
N
NH
NH
O
O
Pr
 
75 
N
O
 
173 N
NH
NH
O
O
 
50 
N
O
iPr
 
176 
N
NH
NH
O
O
iPr
 
75 
O
 
169 NH
NH
O
O  
98 
N
O
Ac
 
177 
N
NH
NH
O
O
Ac
 
80 
O
 
174 NH
NH
O
O  
71 
N
O
Boc
 
178 
N
NH
NH
O
O
Boc
 
100 
O
O
 
159 
O
NH
NH
O
O  
95 N
O
Et
 
179 N NH
NH
O
O
Et
 
58 
N
H
O
 
170 
N
H
NH
NH
O
O  
76 N
O
Boc
 
180 N NH
NH
O
O
Boc
 
55 
N
O
 
157 
N
NH
NH
O
O  
98 N
Boc
O
 
181 NH
NH
O
O
N
Boc  
97 
Tableau 33 : Structures obtenues et rendements associés pour la synthèse de spirohydantoïnes 157 à 159 et 169 à 181 
 Selon notre procédure réactionnelle, 16 produits ont été isolés avec des rendements allant de 
58% à 100%. Des groupements protecteurs tels que benzyle (173), acétyle (177) et Boc (178, 180 et 
181) ont été tolérés dans ces conditions réactionnelles. Différentes cétones hétérocycliques ont pu être 
engagées dans la réaction telles qu’une 4-oxanone (159), une 4-pipéridone avec un atome d’azote libre 
(170) ou substituée par diverses chaînes aliphatiques (157, 158, 175 et 176), une 3-pipéridone 
substituée par un groupement éthyle (179) et une azépine protégée par un groupement Boc (181). 
L’utilisation d’un atome d’azote tertiaire dans la cétone cyclique est tolérée (157). A substituants 
identiques, la série 4-pipéridone a conduit à de meilleurs rendements que la série 3-pipéridone (175 – 
100% vs 179 – 58% et 178 – 100% vs 180 – 55%). Les composés 173, 179, 180 et 181 ont été obtenus 
en mélange racémique. 
 Ces conditions d’irradiation micro-ondes ont également été appliquées  à des cétones 
cycliques non symétriques ce qui a conduit à l’obtention de stéréoisomères. Les résultats obtenus sont 
présentés dans le Tableau 34. 
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O
NH
NH
O
O
KCN (1.5 eq)
(NH4)2CO3 (3 eq)
H2O/MeOH (1/1)
µW
10 min - 90 °C
R
R  
Cétone Composé  Structure Ratio (%) Rdt (%) 
OHO
2
C
 
182 
NH
N
H
O
O
H
EtO
2
C
trans
 
28 22 
182’ NH
N
H
O
O
H
EtO
2
C
cis  
72 49 
O
EtO
2
C  
183 
NH
NH
O
H
CO
2
Et
O
cis  
74 50 
183’ 
NH
NH
O
H
O
CO
2
Et
trans  
26 16 
O
EtO
2
C  
184 
NH
NH
O
O
H
CO
2
Et
trans  
25 10 
184’ 
NH
NH
O
O
H
EtO
2
C
cis  
75 61 
O
 
185 NH
NH
O
O  
> 98 93 
O
O
CH
3  
186 NH
NH
O
O
O
CH
3  
> 98 76 
O
tBu  
187 NH
NH
O
O
tBu
 
> 98 3 
N
O
 
188 
N
NH
NH
O
O  
100 40 
N
Boc
O
 
189 
N
NH
NH
O
O
Boc
 
100 60 
Tableau 34 : Structures obtenues et rendements associés pour la synthèse de spirohydantoïnes non symétriques 182 à 
189 
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 Les ratios cis/trans obtenus avec les 11 produits synthétisés (182 à 189) ont été déterminés par 
analyse LC/MS et les rendements des produits isolés après purification ont variés de 3% à 93%. Le 
couple de stéréoisomères 182 et 182’ a été obtenu en deux étapes. Une première étape au cours de 
laquelle le noyau spirohydantoïne a été isolé à partir de l’acide 3-oxo-cyclobutanoïque. Comme les 
stéréoisomères sous forme d’acide carboxylique n’ont pas pu être séparés, il a été décidé de les 
estérifier par action de SOCl2 et d’éthanol pour aboutir aux composés 182 et 182’ qui ont été séparés 
par HPLC préparative. Cette stratégie est présentée en Figure 80. 
O
HO
2
C
NH
N
H
O
O
H
HO
2
C
NH
N
H
O
O
H
HO
2
C
NH
N
H
O
O
H
EtO
2
C
NH
N
H
O
O
H
EtO
2
C
KCN (1.5 eq)
(NH4)2CO3 (3 eq)
H2O/MeOH (1/1)
µW
10 min - 90 °C
+
190'
SOCl2 (5 eq)
EtOH
3 h - reflux
+
182 
Ratio = 28%
Rdt = 22%
182' 
Ratio = 72%
Rdt = 49%
190
190 + 190'
Rdt = 99%  
Figure 80 : Stratégie développée pour la synthèse des composés 182 et 182' 
 Bien que les stéréoisomères 190 et 190’ n’aient pas pu être séparés, il est intéressant de 
constater qu’une fonction acide carboxylique a été tolérée dans le processus de synthèse du noyau 
hydantoïne par irradiation micro-ondes. 
 Les diastéréoisomères 183 et 183’ ont été séparés par HPLC préparative et chaque 
diastéréoisomère est obtenu en mélange racémique. Les stéréoisomères 184 et 184’ ont été séparés par 
recristallisation dans le méthanol. Les structures des composés 182 à 184 ont été attribuées par 
diffraction aux rayons X. Un stéréoisomère de chaque couple a été recristallisé dans le méthanol ou 
l’éthanol et les cristaux obtenus ont été diffractés par notre collaborateur, le Dr. Pascal Roussel. Les 
structures RX sont présentées en Figure 81. 
 
Figure 81 : Structures RX des composés 182', 183 et 184' 
 Ces trois structures RX montrent une diversité de formes géométriques puisque les composés 
182 et 184’ sont linéaires alors que le composé 183 a un caractère 3D plus marqué. 
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 Il a été décidé ensuite d’examiner si des conditions de chauffage thermique pouvaient 
permettre d’améliorer la diastéréosélectivité observée précédemment pour les composés 183, 183’, 
184 et 184’. Les résultats sont présentés dans le Tableau 35. 
O
NH
NH
O
O
KCN (1.5 eq)
(NH4)2CO3 (3 eq)
H2O/MeOH (1/1)
Chauffage thermique
4 h - 90 °CR
R  
Cétone Temps (h) Composé Structure Ratio 
O
EtO
2
C  
4 h 
183 
NH
NH
O
H
CO
2
Et
O
cis  
64 
183’ 
NH
NH
O
H
O
CO
2
Et
trans  
36 
O
EtO
2
C  
4 h 
184 
NH
NH
O
O
H
CO
2
Et
trans  
0 
184’ 
NH
NH
O
O
H
EtO
2
C
cis  
100 
Tableau 35 : Ratio de stéréoisomères obtenus pour la synthèse des composés 183 et 184 par chauffage thermique 
 Par chauffage thermique, le ratio des stéréoisomères 183 et 183’ est proche de celui obtenu par 
voie micro-onde (64/36 – chauffage thermique vs 74/26 – irradiation micro-ondes). En revanche, la 
synthèse à partir de l’éthyl-4-oxocyclohexanecarboxylate est diastéréosélective puisque seul le 
stéréoisomère 184’ a été observé. Ce premier constat permet de mettre en avant l’intérêt de l’approche 
par irradiation micro-ondes puisque celle-ci aboutit à de nouveaux composés inaccessibles dans des 
conditions de chauffage thermique. De plus, lors de la réaction sous chauffage thermique, une 
conversion de seulement 70% en produit désiré 184 a été obtenue. L’analyse LC/MS a montré que les 
30% restants correspondaient au produit attendu sous forme d’ester méthylique issue d’une 
transestérification. Ce phénomène de transestérification peut s’expliquer par les temps plus longs à 
appliquer par chauffage thermique pour avoir une conversion totale de la cétone de départ. Ce second 
constat permet de renforcer l’intérêt d’une irradiation micro-ondes pour éviter ce problème de 
transestérification.  
 
 Les substituants, présents sur les trois cétones de départ qui ont conduit aux composés 182 à 
184, sont assez éloignés du centre réactif carbonylé. C’est sans doute pour cette raison que des 
stéréoisomères ont pu être observés et isolés. En revanche, les synthèses des composés 185 à 187 ont 
été diastéréosélectives à hauteur de 98% tandis qu’une totale diastéréosélectivité a été observée pour la 
synthèse des produits 188 et 189. Ce résultat peut s’expliquer par l’attaque de l’ion cyanure qui doit 
probablement s’effectuer sur la face la moins encombrée de l’imine (Figure 82). 
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Ratio des stéréoisomères : 100% - 0%
 
Figure 82 : Hypothèses mécanistiques qui pourrait justifier la diastéréosélectivité observée lors de la synthèse des 
composés 185 à 189 
 Afin d’accroitre la diversité structurale de cette chimiothèque focalisée autour du noyau 
spirohydantoïne, ces conditions réactionnelles ont été appliquées à la 3-méthyl-2-cyclopentènone 
(Figure 83). 
O
N
H
N
HO
O
NH
NH
O
O
NC
NH
NH
O
O
NC
KCN (1.5 eq)
(NH4)2CO3 (3 eq)
H2O/MeOH (1/1)
µW 
10 min - 90 °C
191
X
+
192 192'
Ratio des stéréoisomères = 47% - 53%
Rdt = 28% - 31%  
Figure 83 : Structures des diastéréoisomères formés et isolés lors de la réaction de la 3-méthyl-2-cyclopentènone 
 Lors de la réaction, le produit attendu 191 n’a pas été observé. En revanche, deux produits 
avec des masses molaires similaires mais des temps de rétention différents ont été observés par 
LC/MS, suggérant la possibilité d’avoir formé des diastéréoisomères. Ces deux diastéréoisomères ont 
été séparés par HPLC préparative et caractérisés par RMN. Ces analyses montrent que les composés 
obtenus sont des produits issus de l’addition 1,4 de l’ion cyanure sur la 3-méthyl-2-cyclopentènone qui 
se comporte comme un accepteur de Michael. L’attribution des structures des composés 192 et 192’ 
n’a pas été réalisée. 
 Cette voie de synthèse développée pour l’obtention du noyau spirohydantoïne est adaptée à la 
conception d’une chimiothèque de fragments. En effet, elle est rapide puisqu’une irradiation de 10 min 
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à 90 °C permet d’obtenir le produit attendu avec une conversion totale. De plus, les 29 composés, 
présentés dans le Tableau 33 et le Tableau 34, ont été obtenus avec des rendements modérés à très 
bons. Enfin, différents groupements ont été tolérés suivant cette approche synthétique tels qu’un 
groupement benzyle (173), un groupement acétyle (177), un groupement Boc (178, 180, 181 et 189), 
une fonction amine (170), une fonction acide carboxylique (182), une fonction ester éthylique (183 et 
184) et une fonction éther (186). Les formes géométriques, la solubilité aqueuse et les propriétés 
physico-chimiques des 29 composés obtenus ont ensuite été analysées. 
 
II.2.3. Caractérisation de la chimiothèque focalisée autour du noyau spirohydantoïne 
 
II.2.3.1. Formes géométriques des 29 composés synthétisés 
 
 Les structures 3D des 29 produits synthétisés ont été déterminées et le graphique illustrant 
leurs formes géométriques à partir des trois principaux moments d’inertie est présenté Figure 84. 
 
Figure 84 : Représentation 3D des 29 composés synthétisés autour du noyau spirohydantoïne – croix noire : 29 composés 
synthétisés – carré bleu: fragments de notre chimiothèque – Positionnement des trois produits dont on connait la 
structure RX (182’, 183 et 184’) 
 Sur la base des formes géométriques, cette chimiothèque focalisée autour du noyau 
spirohydantoïne est diversifiée puisque les 29 composés synthétisés sont globalement bien répartis 
dans l’espace 3D. Par exemple et comme on a pu le constater avec les structures cristallographiques, 
les composés 182’ et 184’ adoptent une forme linéaire tandis que le composé 183 tend à être plus 
sphérique. De plus ce composé 183 occupe un espace qui était jusqu’alors sous-peuplé par les 1040 
fragments de notre chimiothèque. En fonction de la position et de la nature du substituant présent sur 
la cétone cyclique de départ, l’introduction d’un carbone spiranique permet d’aboutir à des composés 
ayant des formes géométriques diverses et un caractère 3D plus marqué. 
 
II.2.3.2. Solubilité mesurée des 29 composés synthétisés 
 
 Le noyau hydantoïne est connu pour avoir une faible solubilité aqueuse
152
. La solubilité en 
milieu aqueux des 29 composés synthétisés a donc été mesurée afin d’évaluer l’impact de 
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l’introduction d’un carbone spiranique sur ce paramètre. Les résultats sont représentés dans le Tableau 
36. 
Composé Structure 
Solubilité 
(mM) 
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Tableau 36 : Solubilité aqueuse mesurée des 29 composés synthétisés possédant le noyau spirohydantoïne 
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 24 des composés synthétisés ont une solubilité aqueuse mesurée supérieure à 0.8 mM y 
compris les composés les plus hydrophobes tels que le composé 169, 174, 187 et 189. L’introduction 
d’un carbone spiranique permet donc d’accroitre la solubilité aqueuse. Seuls 2 produits ont présenté 
une solubilité moins importante : le composé 170 et le composé 185.  
 
II.2.3.3. Propriétés physico-chimiques des 29 composés synthétisés 
 
 Les propriétés physico-chimiques des 29 composés synthétisés sont représentées en Figure 85. 
 
Figure 85 : Propriétés physico-chimiques des 29 spirohydantoïnes synthétisées 
 Comme attendu, ces résultats montrent que la règle des 3 est respectée pour l’ensemble des 29 
spirohydantoïnes synthétisées. Une distribution acceptable est observée pour chaque paramètre 
physico-chimique même si la quasi-totalité des produits présentent 2 donneurs de liaisons hydrogène. 
La notion de rigidité est respectée puisque plus de la moitié des composés ont un nombre de liaison à 
libre rotation inférieur ou égal à 1.  
 Pour conclure, les 29 composés possédant le noyau spirohydantoïne respectent le cahier des 
charges du fragment privilégié avec par exemple une variété de forme géométrique ainsi qu’une 
solubilité aqueuse mesurée supérieure à 0.1 mM. Par ailleurs, parmi les 29 produits synthétisés, 20 ont 
une masse molaire inférieure à 220 g.mol
-1
 (Figure 85). Ceci suggère que la fonctionnalisation de ces 
20 produits reste possible et permettrait d’aboutir à de nouveaux fragments. Nous avons donc optimisé 
une stratégie de synthèse pour substituer de façon sélective les deux atomes d’azote de l’hétérocycle 
hydantoïne. 
 
 
 
 
Chapitre II – Approche par fragments : synthèse de fragments privilégiés permettant une plus large 
exploration de l’espace chimique 
 
133 
 
II.3. N-alkylation sélective du noyau spirohydantoïne  
 
II.3.1. Stratégie de synthèse envisagée pour la N-alkylation sélective de l’hétérocycle 
hydantoïne 
 
 L’atome d’azote en position 3 de l’hétérocycle hydantoïne (noté N3) est plus réactif que 
l’atome d’azote en position 1 (noté N1). Ceci est justifié par le fait que N3 est en alpha de deux 
groupements électroattracteurs. Ainsi, l’atome d’hydrogène porté par N3 est plus acide que celui porté 
par N1. 
 N3 étant plus sensible à une alkylation que N1, la stratégie de synthèse envisagée pour 
substituer sélectivement les deux atomes d’azote du noyau spirohydantoïne est présentée en Figure 86. 
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Figure 86 : Voie de synthèse envisagée pour substituer sélectivement chaque atome d'azote du noyau spirohydantoïne 
 La voie de synthèse envisagée pour alkyler de façon sélective les deux atomes d’azote du 
noyau spirohydantoïne consiste à substituer la position la plus réactive N3 avec un dérivé halogéné 
(RX) afin d’obtenir le composé A. Cette même position N3 peut être protégée en conditions basiques 
pour conduire au composé B. Ainsi, la position N1 du composé B peut ensuite être substituée par le 
même dérivé halogéné RX afin d’aboutir au composé C qui une fois déprotégé conduit au composé D, 
isomère du composé A. 
 Cette voie de synthèse directe a été développée en utilisant le 8-oxa-1,3-
diazaspiro[4.5]decane-2,4-dione 159 comme produit de départ et le bromure de propargyle. Plusieurs 
raisons justifient le choix du bromure de propargyle comme dérivé halogéné : d’une part, le 
groupement propargyle est un groupement de faible masse molaire (MW = 54 g.mol
-1
) ce qui permet 
d’aboutir à des composés fonctionnalisés A et B qui conservent les propriétés du fragment ; d’autre 
part ce n’est pas un groupement inerte chimiquement puisqu’il peut être utilisé pour réaliser des 
couplages de type Sonogashira ou des réactions de click-chemistry. Ainsi, un tel groupement pourra 
s’avérer utile lors de la phase d’optimisation du fragment hit en un composé lead.  
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II.3.2. Synthèses des spirohydantoïnes alkylées  
 
II.3.2.1. Synthèse du composé 8-oxa-1,3-diazaspiro[4.5]decane-2,4-dione substitué sur la 
position N3 par le groupement propargyle 
 
 Plusieurs conditions réactionnelles ont été testées pour substituer sélectivement la position N3 
du 8-oxa-1,3-diazaspiro[4.5]decane-2,4-dione 159 par le groupement propargyle sous l’action d’une 
base dans le DMF anhydre. Une irradiation micro-ondes de 10 min à 40 °C en utilisant du K2CO3 ou 
de la TEA a été essayée mais n’a pas permis d’obtenir une conversion totale. L’agitation à température 
ambiante pendant 2 h en utilisant 2 équivalents de K2CO3 a permis d’aboutir à une conversion 
complète et le produit attendu 193 a été isolé avec un rendement de 65% (Figure 87). 
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Figure 87 : Conditions réactionnelles appliquées et rendement obtenu pour la synthèse du composé 193 
 La structure du composé 193 a été confirmée par des expériences NOESY 1D (Figure 88). 
 
Figure 88 : Expérience NOESY 1D effectuée pour confirmer la structure du composé 193 
 En utilisant les différentes constantes de couplage ainsi que les déplacements chimiques, les 
signaux caractéristiques du noyau oxane ont pu être attribués. L’irradiation sélective du proton porté 
par N1 (δ : 9 ppm) a permis d’observer un couplage spatial avec les protons axiaux en alpha de 
l’oxygène (δ : 3.65 ppm) confirmant ainsi la structure du composé 193.  
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II.3.2.2. Synthèse du composé 8-oxa-1,3-diazaspiro[4.5]decane-2,4-dione substitué sur la 
position N1 par le groupement propargyle 
 
 Le 8-oxa-1,3-diazaspiro[4.5]decane-2,4-dione substitué sur la position N1 par le groupement 
propargyle a été obtenu en trois étapes : (i) protection de la position N3, (ii) substitution de la position 
libre N1 par le groupement propargyle et (iii) déprotection de la position N3. 
(i) protection de la position N3 : la position N3 a été protégée par le groupement Boc en utilisant le 
(Boc)2O comme agent de protection, la TEA et la DMAP comme base et le MeCN anhydre comme 
solvant. Une irradiation micro-ondes de 10 min à 40 °C a conduit au composé attendu 194 qui a été 
isolé après purification avec un rendement de 27%. Ce faible rendement est dû à la formation du 
produit protégé sur la position N1 ainsi que du produit protégé sur les deux positions N1 et N3. Ces 
deux produits caractérisés ont respectivement été isolés avec des rendements de 15% et 5%. Du fait de 
la formation de ce type de produit secondaire, il a été décidé d’appliquer des conditions plus douces. 
Une agitation à température ambiante de 10 min a ainsi permis d’isoler le produit désiré 194 avec un 
rendement de 83% (Figure 89).  
O
NH
3
NH
1
O
O O
N
3
NH
1
O
O
Boc
194
159 
(1 eq)
MeCN anhydre
10 min - TA
(Boc)2O (1 eq)
DMAP (0.035 eq)
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Rdt = 83%  
Figure 89 : Conditions réactionnelles appliquées et rendements obtenus pour la synthèse du composé 194 
(ii) substitution de la position N1 par le groupement propargyle : les conditions appliquées pour cette 
étape de substitution de la position N1 du composé 194 par le groupement propargyle ont été inspirées 
de celles utilisés pour la synthèse du composé 193. La position N1 étant moins réactive que la position 
N3, 3 eq. de K2CO3 et 2 eq. de bromure de propargyle ont été nécessaires pour aboutir après 3h30 
d’agitation à température ambiante au composé 195. Celui-ci a été isolé avec un rendement de 88% 
(Figure 90). 
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Figure 90 : Conditions réactionnelles appliquées et rendement obtenu pour la synthèse du composé 195 
(iii) déprotection de la position N3 : cette étape de déprotection a été effectuée par action du 
méthanolate de sodium dans le méthanol en utilisant un chauffage thermique à 60 °C ou sous 
irradiation micro-ondes à 40 et 60 °C. Les différentes conditions réactionnelles utilisées ont conduit au 
produit 196 désiré avec des proportions en LC/MS variant de 72 à 88%. Les conditions retenues 
(irradiation micro-ondes de 10 min à 60 °C en utilisant 4 équivalents de méthanolate de sodium) ont 
permis d’isoler le composé 196 avec un rendement de 86% (Figure 91). 
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Figure 91. Conditions réactionnelles appliquées et rendement obtenu pour la synthèse du composé 196 
 De la même manière que pour le composé 193, la structure du composé 196 a été confirmée 
par des expériences NOESY 1D. L’irradiation sélective des protons portés par le groupement 
propargyle (δ : 4.1 ppm) a permis d’observer un couplage spatial avec les protons axiaux en alpha du 
carbone spiranique (δ : 2.1 ppm) confirmant ainsi la structure du composé 196 (Figure 92). 
 
Figure 92 : Expérience NOESY 1D effectuée pour confirmer la structure du composé 196 
 Le caractère tridimensionnel des 29 fragments synthétisés avec le noyau spirohydantoïne 
associé à la possibilité de substituer sélectivement les deux atomes d’azote N1 et N3 ouvrent la voie à 
l’obtention de composés avec des formes géométriques différentes capables d’explorer l’espace 
chimique plus efficacement. 
 
II.3.3. Exploration de l’espace chimique suite à une substitution sélective des atomes d’azote 
du noyau spirohydantoïne 
 
 Afin d’utiliser les composés présentant le noyau spirohydantoïne substitué en position N1 ou 
N3 comme des instruments capables d’explorer l’espace chimique, deux chimiothèques virtuelles de 
composés ont été générées. Ces composés virtuels correspondent aux 29 spirohydantoïnes 
préalablement synthétisées et qui ont été substituées par 22 agents alkylants de masse molaire compris 
entre 15 g.mol
-1
 et 135 g.mol
-1
, soit en position N1, aboutissant à une première chimiothèque (notée 
Chapitre II – Approche par fragments : synthèse de fragments privilégiés permettant une plus large 
exploration de l’espace chimique 
 
137 
 
lib-N1), soit en position N3 conduisant à une seconde chimiothèque (notée lib-N3). Les structures des 
22 agents alkylants sont présentées en Figure 93. 
 
Figure 93 : Structures des 22 agents alkylants utilisés pour substituer sélectivement la position N3 (en rouge) ou la 
position N1 (en bleu) du noyau spirohydantoïne des 29 molécules synthétisées 
 Les structures 3D des composés de lib-N1 et lib-N3 ont été analysées et sont représentées en 
Figure 94. 
 
Figure 94 : A. Représentation 3D des composés de la lib-N3. B. Représentation 3D des composés de la lib-N1 
 La substitution de la position N3 aboutit à des composés qui sont majoritairement linéaires 
(Figure 94A). En revanche, la substitution de la position N1 conduit à des composés présentant un 
caractère 3D plus marqué. De plus, ces composés, capables d’adopter des formes géométriques 
diverses, permettent d’explorer l’espace chimique plus efficacement (Figure 94B).  
 Afin de mettre en avant l’intérêt de concevoir ce type de fragments privilégiés capables d’être 
répartis dans l’espace 3D après avoir été fonctionnalisés par des groupements simples, nous avons 
décidé d’effectuer un criblage in silico sur une interaction protéine-protéine. En effet, les composés 
actifs sur les interactions protéine-protéine doivent présenter préférentiellement un caractère 
tridimensionnel
153
. L’interaction protéine-protéine choisie a été p53-MDM2. La chimiothèque 
virtuelle, focalisée autour du noyau spirohydantoïne substitué en différentes positions, a été conçue 
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selon la même approche que pour lib-N1 et lib-N3 mais à partir d’un plus grand nombre d’agents 
alkylants commercialement disponibles. 
III. Application aux interactions protéine-protéine : criblage in silico sur 
MDM2 d’une chimiothèque focalisée autour du noyau spirohydantoïne  
 
III.1. Rôle biologique et structure de l’interaction p53-MDM2 
 
III.1.1. Implication de l’interaction p53-MDM2 dans le cancer 
 
 La protéine p53 est un facteur de transcription qui joue un rôle clé dans la régulation et le 
contrôle du processus cellulaire. Ainsi, en situation de stress cellulaire causé par exemple par une 
lésion à l’ADN, la protéine p53 va être capable de provoquer un arrêt transitoire dans la progression 
du cycle cellulaire afin de réparer la cellule endommagée ou d’induire un phénomène d’apoptose
154
. 
 Cependant, il a été montré que p53 est sous contrôle de la protéine MDM2 (Mouse Double 
Minute 2). En effet, MDM2 est capable de se lier à p53 ce qui a pour conséquences d’inhiber l’activité 
de p53, de faciliter sa dégradation et d’induire une prolifération anormale des cellules tumorales
154, 155
. 
Ainsi, développer des ligands de MDM2 capables d’inhiber l’interaction p53-MDM2 est apparu 
comme une stratégie de choix pour activer le suppresseur de tumeur p53. Dans cette optique, les 
informations structurales du domaine de liaison de MDM2 à p53 sont nécessaires pour concevoir une 
petite molécule organique capable d’interagir avec MDM2 et ainsi empêcher la formation du 
complexe p53-MDM2. 
 
III.1.2. Informations structurales sur le domaine de liaison de l’interaction p53-MDM2 
 
 Le mode de liaison existant entre ces deux protéines a été décrit et caractérisé à partir de 
structures cristallographiques
156
. La cocristallisation entre un fragment de p53 [AA : 15-23] et de 
MDM2 [AA : 17-125] est présentée en Figure 95. 
 
Figure 95 : Mode de liaison de p53 (en vert) à MDM2 (en brun) obtenu par cocristallisation
157
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 Cette cocristallisation révèle que MDM2 présente trois poches hydrophobes capables de lier 
trois résidus clés de p53, à savoir Phe19, Trp23 et Leu26. Ainsi, le mode de liaison entre p53 et 
MDM2 est assuré par ces trois interactions hydrophobes
157
. Basée sur cette structure 
cristallographique, différents squelettes moléculaires ont pu être conçus. Par exemple, Gonzalez-Lopez 
de Turiso et al. ont décrit le noyau cis-diarylmorpholine comme inhibiteur de p53-MDM2
157
. Le mode 
de liaison de ce composé est présenté en Figure 96. 
 
Figure 96 : Mode de liaison du composé possédant le noyau cis-diarylmorpholine (en rose) avec la protéine MDM2 (en 
brun) obtenu par cocristallisation – PDB 4JWR
157
 
 Cette cocristallisation révèle que les deux groupements chlorophényle et le chainon 
éthylénique miment les trois résidus clés de p53 (Phe19, Trp23 et Leu26) en occupant les trois poches 
hydrophobes de MDM2. De nombreux autres squelettes moléculaires capables d’interagir avec 
MDM2 pour empêcher la formation du complexe protéique p53-MDM2 ont été développés tels que le 
noyau imidazoline, benzodiazépine et spirooxindole
158
. 
 Comme nous l’avons dit précédemment, les composés actifs sur les interactions protéine-
protéine doivent avoir un caractère tridimensionnel
153
. Afin de confirmer que l’interaction p53-MDM2 
est sensible au caractère 3D des ligands, 5 structures présentant des noyaux différents et cocristallisés 
avec MDM2 ont été sélectionnées (Figure 97). 
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Figure 97 : Structures des 5 ligands sélectionnés pour évaluer leurs représentations 3D. Ces 5 ligands ont été cocristallisés 
avec MDM2 (codes PDB indiqués) 
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 Les représentations 3D de ces 5 ligands sont représentées en Figure 98. 
 
Figure 98 : Représentation 3D des 5 ligands cocristallisés avec MDM2 
 La Figure 98 indique bien que les ligands cocristallisés avec MDM2 ont un caractère 
tridimensionnel se traduisant par une occupation de l’espace localisé vers la droite du graphique. Cette 
cible thérapeutique apparait donc comme judicieuse pour évaluer l’intérêt de nos 29 fragments 
privilégiés synthétisés possédant le noyau spirohydantoïne. Ainsi, une chimiothèque virtuelle focalisée 
autour du noyau spirohydantoïne substitué en différentes positions a été générée à partir d’agents 
alkylants commercialement disponibles. 
 
III.2. Génération d’une chimiothèque virtuelle focalisée autour du noyau 
spirohydantoïne substitué en différentes positions par des agents alkylants 
commerciaux 
 
III.2.1. Sélection des agents alkylants commercialement disponibles 
 
 Dans cette étude, la réaction mise en jeu pour aboutir à la chimiothèque virtuelle a été une 
substitution nucléophile entre l’hétérocycle hydantoïne, agissant comme un nucléophile, et un dérivé 
halogéné, agissant comme un électrophile. Les dérivés halogénés pris comme réactifs pour cette 
substitution nucléophile possèdent un atome d’iode, de brome ou de chlore. Ces dérivés halogénés, 
commercialisés par Sigma Aldrich, sont de nature aliphatiques ou benzyliques.  
 La génération virtuelle de la base d’agents alkylants a été réalisée en utilisant le logiciel 
Pipeline Pilot afin de pouvoir appliquer des filtres pour retirer toutes les molécules indésirables. La 
première étape a consisté à éliminer tous les agents alkylants présentant des fonctions réactives qui ne 
seraient pas tolérées dans les conditions expérimentales. Ainsi, tous les dérivés halogénés qui 
possédaient plus d’un centre électrophile ont été éliminés. Les réactifs présentant des fonctions 
accepteurs de Michael, aldéhydes, cétones, chlorures d’acyles, sulfochlorures, isocyanates ou 
isothiocyanates ont donc été retirés. Par ailleurs, pour les composés possédant plus d’un atome 
d’halogène (iode, brome ou chlore), seuls les dérivés avec des atomes d’halogènes portés par des 
cycles aromatiques ont été conservés. De plus, une limite en nombre d’atomes d’halogènes a été fixée 
afin de ne pas avoir des composés ayant une masse molaire trop élevée. Outre l’atome d’halogène 
réactif, le nombre maximum d’atomes d’iode, de brome, de chlore et de fluor a été fixé à 1, 2, 3 et 4 
respectivement par agent alkylant. En prenant en compte toutes ces considérations et à partir des 580 
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agents alkylants commercialement disponibles, 170 ont été retenus. Des exemples de structures de 
dérivés halogénés sélectionnés sont présentés en Figure 99. 
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Figure 99 : Exemples d'agents alkylants qui ont été sélectionnés 
 Des agents alkylants avec des cycles aromatiques substitués par une fonction acide 
carboxylique ou par une chaine aliphatique insaturée ont été choisis. Des composés avec des cycles 
hétéroaromatiques comme un indole ou un thiophène substitué ont également été inclus dans la base 
d’agents alkylants. De plus, des dérivés halogénés avec des chaines aliphatiques cycliques de type 
éthylcyclohexane ou méthylcylopropane ont été sélectionnés. D’autres agents alkylants avec des 
chaines aliphatiques fonctionnalisées par un nitrile, par une amine protégée par un groupement Boc ou 
possédant un alcyne ont été conservés. 
 Les 170 dérivés halogénés sélectionnés ont ensuite été utilisés pour alkyler les deux atomes 
d’azote des 29 spirohydantoïnes. 
 
III.2.2. Synthèse de la chimiothèque virtuelle 
 
 Parmi les 29 composés synthétisés, 4 d’entre eux présentent un site d’alkylation 
supplémentaire : un atome d’azote protégé par un groupement benzyle ou Boc. Ces 4 produits (173, 
180, 181 et 189) ont donc été virtuellement déprotégés puis ils ont été inclus dans la chimiothèque 
sous forme d’amine libre. Le composé pipéridine-4-spirohydantoïne ayant été réellement synthétisé 
(composé 170), son analogue protégé par un groupement Boc (composé 178) n’a pas été virtuellement 
déprotégé. Ainsi, le nombre total de composés engagés dans des réactions de substitutions virtuelles 
est de 33. 
 Parmi les deux atomes d’azote de l’hétérocycle hydantoïne et les atomes d’azote déprotégés 
pour les composés 170, 173, 180, 181 et 189 différentes combinaisons de substitution ont été 
envisagées. Ces substitutions virtuelles ont été réalisées avec le logiciel Pipeline Pilot. La démarche 
entreprise pour concevoir la chimiothèque virtuelle lib-N1, consistant en l’alkylation de la position N1 
de l’hétérocycle hydantoïne par les 170 dérivés halogénés, est représentée en Figure 100. 
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Figure 100 : Protocole Pipeline Pilot utilisé pour générer la chimiothèque virtuelle lib-N1 
 Les 33 noyaux spirohydantoïnes ont été virtuellement substituées une fois par les 170 agents 
alkylants en positon N1 en utilisant la réaction indiquée dans le cadre rouge de la Figure 100. Les 
doublons (340 composés) ainsi que les composés mono-substitués ayant une masse molaire supérieure 
à 500 g.mol
-1
 (18 composés) ont été éliminés afin d’aboutir à la chimiothèque virtuelle lib-N1 
possédant 5252 composés mono-substitués en position N1. Selon ce protocole, d’autres positions de 
substitutions ainsi que des combinaisons ont été réalisées. Elles sont présentées dans le Tableau 37. 
Chimiothèque 
virtuelle 
Structure 
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N
4
 
(voir Figure 101) 
130250 
Tableau 37 : 4 chimiothèques virtuelles conçues pour le criblage in silico sur la protéine MDM2 
 De la même manière que pour la position N1, les 33 noyaux spirohydantoïnes ont été 
substitués par les 170 agents alkylants en position N3 conduisant ainsi à la chimiothèque virtuelle lib-
N3 contenant 5252 composés mono-substitués. 
 Ces 33 noyaux spirohydantoïnes ont également été substitués sur les deux positions N1 et N3 
simultanément pour aboutir à la chimiothèque virtuelle lib-N1+N3 possédant 359246 composés di-
substitués. 
 Enfin, les 4 produits virtuellement déprotégés ainsi que le composé 170 synthétisé ont été 
substitués sur leurs fonctions amines libres par les 170 agents alkylants. Les 850 composés obtenus ont 
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été substitués uniquement sur la position N1 de l’hétérocycle hydantoïne pour aboutir à la dernière 
chimiothèque virtuelle lib-N1+N4 comprenant 130250 composés (Figure 101).  
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Figure 101 : Substitutions réalisées pour la conception de la chimiothèque virtuelle lib-N1+N4 
 Le regroupement de ces 4 chimiothèques virtuelles conduit à 500000 molécules qui ont ensuite 
été criblées in silico sur la protéine MDM2. 
 
III.3. Résultat du criblage in silico 
 
III.3.1. Système d’étude pour le criblage in silico de MDM2 
 
 Dans un premier temps, 5 ligands cocristallisés avec un fragment de la partie N-terminale de 
MDM2 ont été sélectionnés (Figure 97). Ces 5 structures cristallographiques (PDB 1T4E, 4ERE, 4IPF, 
4JVR et 4OQ3) ont été utilisés par notre collaborateur Nicolas Renault (U995, Lille) afin de réaliser 
des docking croisés. Un docking croisé consiste à évaluer l’affinité virtuelle d’un des 5 ligands 
cocristallisés avec les 4 autres structures cristallographiques de MDM2. Pour chaque docking, la 
différence entre ce qui est réellement observé à travers le système cristallographique et ce qui est 
prédit au moyen de l’outil informatique a été déterminée. Cette différence est quantifiée par la valeur 
du rmsd (root-mean-square deviation). Deux systèmes de docking ont été étudiés : soit centré sur la 
cavité d’intérêt de MDM2 soit sur toute la protéine (Figure 102). 
 
Figure 102 : Les deux systèmes de docking étudiés. A) Docking centré sur la cavité d'intérêt de MDM2 - B) Docking 
effectué sur toute la protéine MDM2 
 L’objectif de ces docking croisés est de pouvoir sélectionner une des 5 structures 
cristallographiques de MDM2 ayant la meilleure affinité virtuelle avec les 4 autres ligands se 
traduisant par un faible rmsd (inférieur à 2Å) pour chaque ligand. Les résultats de docking centrés sur 
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la cavité de MDM2 sont présentés en Figure 103A tandis que ceux obtenus sur toute la protéine sont 
présentés en Figure 103B. 
 
Figure 103  : A. Résultat du docking croisé centré sur la cavité de MDM2 
B. Résultat du docking croisé sur toute la protéine MDM2 
 Que ce soit pour le docking centré sur la cavité d’intérêt de MDM2 (Figure 103A) ou sur toute 
la protéine (Figure 103B), de faibles rmsd ont été observés lorsque le ligand a été docké dans sa 
structure cristallographique. Ainsi par exemple, le ligand 1T4E avec la protéine 1T4E ont abouti à un 
rmsd inférieur à 1Å dans les deux systèmes de docking. 
 Les meilleurs résultats ont été observés pour le système de docking effectué sur toute la 
protéine. En effet, en plus de conduire à un faible rmsd avec son ligand de référence, la protéine 4OQ3 
a permis d’obtenir des rmsd inférieurs à 2Å avec les 4 autres ligands. Ainsi, la structure 
cristallographique 4OQ3 de MDM2 a été choisie pour réaliser le criblage in silico. 
 Après avoir choisi la structure cristallographique ainsi que le système de docking, les acides 
aminés de MDM2 reconnus essentiels pour établir des interactions avec des ligands ou avec p53 ont 
été choisis. De tels résidus permettent de différencier les composés actifs des composés inactifs et ont 
donc été utilisés comme des filtres pour ce criblage. Des études ont révélé le rôle prépondérant de 
l’histidine (His96) de MDM2 capable d’établir des interactions de type π-π stacking
157, 159
 ou des 
interactions électrostatiques
160
 avec des composés organiques. Par ailleurs, il a été montré que des 
mutagénèses dirigées contre les résidus Gly58 et Val75 permettent d’empêcher in vitro l’interaction 
avec p53 et in vivo l’activité régulatrice de p53 suggérant le rôle critique de ces deux résidus
161
. Les 
résidus His96, Gly58 et Val75 ont été utilisés comme des filtres : un composé est considéré comme 
positif s’il interagit avec un ou plusieurs  de ces acides aminés. Les 5 ligands cocristallisés, 21 ligands 
décrits comme actifs et 6 composés connus pour être inactifs ont été sélectionnés pour examiner 
l’efficacité de ces filtres. Les résultats obtenus sont présentés en Figure 104. L’ordonnée représente le 
pourcentage de composés « positifs » c’est à dire interagissant avec MDM2 via les 3 résidus pris 
séparément ou combinés. 
Chapitre II – Approche par fragments : synthèse de fragments privilégiés permettant une plus large 
exploration de l’espace chimique 
 
145 
 
 
Figure 104 : Pourcentage de composés obtenus après avoir été filtrés sur les 3 résidus clés de MDM2 pris 
individuellement ou en combinaison 
 Comme l’indique les résultats de la Figure 104, plus de 50% des composés connus comme 
inactifs ont passé les filtres individuels Gly56, Val75 ou His96 et le filtre combiné Gly58+Val75 
(histogramme bleu – 68%, 68%, 50% et 68% respectivement). Ceci est aberrant car ces composés 
n’ont pas de raison d’interagir avec un ou plusieurs résidus de MDM2. Par conséquent, ces 4 filtres ne 
sont pas assez discriminants pour être utilisés. Les 3 autres filtres combinés Gly58+His96, 
Val75+His96 et Gly58+Val75+His96 ont abouti à un taux faible de composés inactifs (17%). Pour 
être le plus discriminant possible le filtre, basé sur les 3 résidus Gly58+Val75+His96, a été choisi pour 
entreprendre le criblage in silico. 
 
III.3.2. Résultat du criblage in silico 
 
 Les différentes étapes ainsi que le mode et le nombre de sélection de composés sont présentés 
en Figure 105. 
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Figure 105 : Différentes étapes de sélection réalisées  lors du criblage virtuelle de la chimiothèque de 500000 molécules 
sur MDM2 
 Dans un premier temps, 10 poses ont été générées pour chaque composé de la chimiothèque 
virtuelle. Ces poses ont été évaluées sur la structure cristallographique de MDM2 4OQ3 et la meilleure 
de ces 10 poses a été sélectionnée. Ensuite, les 500000 meilleures poses de chaque composé ont été 
examinées sur le filtre Gly58+Val75+His96 ce qui a permis d’éliminer 200000 molécules. A partir de 
fonctions de scoring optimisées par notre collaborateur pour discriminer les faux positifs, 17500 
composés ont été retenus. Des filtres supplémentaires basés sur la structure 2D et sur la structure 3D 
de ces 17500 molécules ont été nécessaires pour affiner cette sélection. 
 
III.3.2.1. Sélection basée sur la structure 2D des 17500 molécules 
 
 Dans un premier temps, la fréquence de présence de chacun des 33 noyaux spirohydantoïnes 
dans les 17500 structures retenues a été analysée. Les résultats sont présentés en Figure 106. 
 
Figure 106 : Evaluation de la fréquence de présence de chacun des 33 noyaux spirohydantoïnes dans les 17500 structures 
retenues 
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 Ces résultats indiquent que 3 noyaux spirohydantoïnes sont surreprésentés parmi les 17500 
structures retenues. Ces 3 noyaux spirohydantoïnes sont présentés dans la Figure 107. 
 
Figure 107 : 3 noyaux spirohydantoïnes majoritairement présents dans les 17500 structures 
 Ainsi 7312 structures, composées des noyaux spirohydantoïnes 1, 2 ou 3 ont été sélectionnées. 
Comme cela a été illustré avec la Figure 98, les 5 ligands cocristallisés avec MDM2 présentent tous un 
NPR1 supérieur à 0.3. Ainsi, les principaux moments d’inertie des 7312 structures ont été calculés, 
normalisés puis représentés sur un graphique (Figure 108). 
 
Figure 108 : Représentation 3D des 7312 structures comportant les noyaux spirohydantoïnes 1, 2 ou 3 
 2646 structures présentant le noyau spirohydantoïne 1, 2 ou 3 avec un NPR1 supérieur à 0.3 
ont été sélectionnées. Enfin, de la même manière que pour les noyaux spirohydantoïnes, la fréquence 
d’apparition des différents agents alkylants dans chacune des 2646 structures a été évaluée. Les 
résultats sont présentés dans le Figure 109. 
 
Figure 109 : Agents alkylants majoritairement présents dans les 2646 structures sélectionnées 
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 Ces résultats indiquent que 10 agents alkylants sont surreprésentés quel que soit l’atome 
d’azote substitué considéré. Ces 10 agents alkylants, dont les structures sont présentées en Figure 110, 
ont été retrouvés dans plus de 100 molécules. 
 
Figure 110 : 10 agents alkylants majoritairement présents dans les 2646 structures analysées 
 Les 10 agents alkylants possèdent tous un cycle aromatique. Parmi les 2646 structures, celles 
qui étaient substituées par ces 10 agents alkylants ont été sélectionnées ce qui a permis au final de 
retenir 103 molécules. 
 
III.3.2.2. Sélection basée sur les structures 3D des ligands et sur leur mode d’interaction avec la 
poche MDM2 
 
 Une empreinte 3D du mode d’interaction de chacun des 17500 composés avec MDM2 a été 
établie. Ces empreintes 3D ont été regroupées en fonction de leur similarité et un représentant de 
chaque groupe a été sélectionné permettant d’obtenir 1700 molécules. De la même façon que 
précédemment, les 1700 molécules présentant un NPR1 supérieur à 0.3 ont été retenues conduisant à 
700 molécules. Parmi ces molécules, seules les 260 présentant les noyaux spirohydantoïnes 1, 2 ou 3 
ont été sélectionnées. Ainsi, à l’issue des filtres basés sur la 2D et sur la 3D, 103 et 260 molécules ont 
respectivement été sélectionnées. Ce nombre de composés est encore trop conséquent pour pouvoir 
être synthétisés. C’est pour cela qu’un affinement supplémentaire basé sur le mode de liaison in silico 
des 363 molécules à MDM2 a été nécessaire. Ce mode de liaison in silico avec MDM2 a été analysé 
en tenant compte des 3 poches hydrophobes de MDM2 identifiées comme indispensables pour son 
interaction avec p53. 
 
III.3.2.3. Affinement basée sur le mode de liaison in silico à MDM2 des 363 structures 
sélectionnées 
 
 Comme cela a été mentionné dans la partie II.1.2., 3 poches hydrophobes de MDM2 capables 
d’interagir avec les 3 résidus clés Phe19, Trp23 et Leu26 de p53 ont été identifiées (Figure 111). Ces 
trois poches de MDM2 seront notées D1 (poche interagit avec Phe19), D2 (poche interagit avec 
Trp23) et D3 (poche interagit avec Leu26). 
Chapitre II – Approche par fragments : synthèse de fragments privilégiés permettant une plus large 
exploration de l’espace chimique 
 
149 
 
 
Figure 111 : 3 poches hydrophobes de MDM2 interagissant avec les 3 résidus Phe19, Trp23 et Leu26 de p53 
 L’objectif de cet affinement a donc été d’identifier des molécules parmi les 363 capables de se 
lier in silico avec ces 3 poches hydrophobes de MDM2. Des exemples de mode de liaison in silico 
obtenus pour chaque type de noyau spirohydantoïne sont présentés en Figure 112. 
 
Figure 112 : Mode de liaison in silico observé pour les 3 noyaux spirohydantoïnes sélectionnés 
 L’ensemble des composés interagissent avec les 3 poches clés de MDM2 par l’intermédiaire 
des différents noyaux spirohydantoïne qui orientent leurs substituants dans les trois directions de 
l’espace. En fonction du noyau spirohydantoïne étudié, les interactions avec les 3 poches de MDM2 se 
font de différentes manières. Pour certains composés possédant le noyau spirohydantoïne 1 des 
interactions entre la poche D2 de MDM2 et le groupement cyclohexane (portant le carbone spiranique) 
ont été observées (Figure 112A). Dans ce cas, les poches D1 et D3 ont été occupées par des 
groupements aromatiques portés par l’hétérocycle hydantoïne en position N1 et N3. Enfin, la fonction 
carbonyle du noyau hydantoïne se situant côté solvant peut être intéressante pour aboutir à des 
interactions hydrophiles avec le solvant.  
 Dans le cas de composés possédant le noyau spirohydantoïne 2, les poches D1 et D2 de 
MDM2 ont été occupées par le groupement diphényle porté par l’atome d’azote N1 du cycle 
hydantoïne (Figure 112B). Ce type d’interaction a également été observé pour les composés avec le 
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noyau spirohydantoïne 3. Pour ces composés avec le noyau spirohydantoïne 3, la position N3 du cycle 
hydantoïne étant encore libre, elle pourrait être substituée afin d’établir de nouvelles interactions avec 
MDM2 ou au contraire rester libre afin d’interagir avec le solvant (Figure 112C). 
 A l’issue de cet affinement, 51 hits capables d’interagir de différentes manières avec les 3 
poches hydrophobes de MDM2 ont été sélectionnés. Parmi ces 51 hits, 24 possèdent le noyau 
spirohydantoïne 1, 5 possèdent le noyau spirohydantoïne 2 et 22 possèdent le noyau spirohydantoïne 
3. Ces 3 familles sont représentées en Figure 113, Figure 114 et Figure 115. 
 
Figure 113 : Structure des 24 hits sélectionnés possédant le noyau spirohydantoïne 1 
 
Figure 114 : Structure des 5 hits sélectionnés possédant le noyau spirohydantoïne 2 
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Figure 115 : Structure des 22 hits sélectionnés possédant le noyau spirohydantoïne 3 
 L’objectif désormais est de synthétiser ces 51 hits identifiés afin de pouvoir les tester in vitro 
sur la protéine MDM2 de façon à confirmer les résultats in silico obtenus. Les synthèses de ces 51 hits 
sélectionnés sont actuellement en cours. 
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Conclusion 
 
 Dans le but d’accroitre la diversité de notre chimiothèque de fragments, deux séries chimiques 
ont été conçues et synthétisées : l’une comportant le noyau 1,4-benzodiazepine-2,5-dione et l’autre 
possédant le noyau 5-spiro-1,3-imidazoline-2,4-dione ou spirohydantoïne.  
 Pour la première famille, trois voies de synthèse effectuées par irradiation micro-ondes ont été 
optimisées et ont permis d’obtenir 14 molécules. La représentation 3D de ces 14 fragments a montré 
qu’elles tendaient à être moins linéaires et moins planes que la très grande majorité des fragments 
commerciaux de la chimiothèque de notre laboratoire. L’introduction d’un carbone spiranique en 
position 3 du noyau 1,4-benzodiazépine-2,5-dione a permis d’aboutir à des composés présentant un 
caractère 3D marqué. Pour la famille des spirohydantoïnes, l’optimisation d’une voie de synthèse a 
permis d’obtenir 29 molécules ayant des structures 3D variées. La très grande majorité de ces 
fragments a une solubilité aqueuse mesurée supérieure à 0.8 mM. 
 La substitution sélective des deux atomes d’azote de l’hétérocycle hydantoïne par des 
groupements de faible masse molaire permet d’obtenir de nouveaux fragments capables d’explorer 
efficacement l’espace chimique. Dans ce sens, nous avons introduit le concept de fragments privilégiés 
qui consiste à concevoir un fragment de structure rigide présentant un caractère 3D et ayant plusieurs 
points de fonctionnalisation. 
 Afin d’évaluer l’intérêt du noyau spirohydantoïne comme fragment privilégié, une 
chimiothèque virtuelle focalisée autour de ce noyau a été générée. Celle-ci a ensuite été criblée in 
silico sur l’interaction protéine-protéine p53-MDM2 et les 51 hits identifiés sont actuellement en cours 
de synthèse afin de valider cette stratégie. 
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Introduction 
 
 La tuberculose, causée par l’agent pathogène Mycobacterium tuberculosis, est aujourd’hui la 
première maladie infectieuse la plus meurtrière devant le sida. 9.6 millions de nouveaux cas ont été 
recensés en 2014 et 1.5 millions de personnes sont décédées des suites de cette infection. L’apparition 
du vaccin BCG au début du XX
ème
 siècle associée au développement d’antituberculeux dans les années 
1950 a permis de réduire le nombre de personnes infectées jusque dans les années 1980. Cependant, 
l’épidémie du virus du sida et l’apparition de bactéries résistantes ont entrainé une recrudescence de la 
maladie.  
 Les traitements antituberculeux actuels sont longs et reposent sur l’utilisation de cocktails 
d’antibiotiques. Ils s’accompagnent dans la majeure partie des cas d’effets indésirables difficilement 
supportables par les malades déjà affaiblis. Dès lors, l’inobservance du traitement facilite l’apparition 
de souches résistantes. La recherche de nouvelles solutions thérapeutiques a permis l’identification de 
deux nouvelles molécules (bédaquiline et délamanide) qui ont récemment obtenu une autorisation 
temporaire d’utilisation pour le traitement de la tuberculose multi-résistante. Néanmoins, il est plus 
que nécessaire de découvrir de nouvelles stratégies de lutte contre ce bacille. 
 Une alternative au développement de nouveaux antituberculeux consiste à potentialiser 
l’activité d’un médicament déjà existant ce qui permettrait de réduire les doses administrées et ainsi les 
effets secondaires. Le médicament qui a été choisi pour appliquer cette stratégie de potentialisation est 
l’éthionamide. Il s’agit d’une prodrogue qui a besoin d’être bioactivée par la monooxygénase EthA 
pour acquérir son activité antituberculeuse.  
 Lors de travaux antérieurs, une nouvelle voie de bioactivation de l’éthionamide, jusqu’alors 
inconnue et passant par une oxydo-réductase bactérienne appelée EthA2, a été identifiée. La 
production d’EthA2 est sous contrôle du répresseur transcriptionnel EthR2 et il a été montré que 
l’activation de cette nouvelle voie, via l’inhibition d’EthR2, permet de rétablir la sensibilité des 
souches résistantes à l’éthionamide. Il a donc été envisagé au cours de cette thèse, de développer de 
nouveaux composés capables d’inhiber ce répresseur transcriptionnel EthR2 en utilisant une approche 
par fragments.  
 Le criblage d’une librairie de 960 fragments a permis d’identifier une famille de composés 
capable de se lier à la protéine EthR2 empêchant ainsi sa fixation à l’ADN. Le mode de liaison de l’un 
des composés avec le domaine de régulation de la protéine EthR2 a pu être déterminé par 
cristallographie. A partir de ces informations, le design rationnel d’inhibiteurs d’EthR2 a été effectué et 
plusieurs analogues structuraux présentant une activité fonctionnelle submicromolaire ont ainsi pu être 
identifiés. 
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I. Description de la pathologie, traitements actuels et stratégie envisagée 
au laboratoire 
 
 Dans les pays développés, la tuberculose, maladie causée par une infection liée à la bactérie 
Mycobacterium tuberculosis, est souvent synonyme de maladie du passé. Pourtant elle est désormais 
la première maladie infectieuse la plus meurtrière devant le sida. Selon le rapport annuel de 
l’Organisation Mondiale de la Santé
162
, 9.6 millions de nouveaux cas ont été recensés en 2014 et 1.5 
million de personne sont mortes dès suite de cette infection.  
 
I.1. Présentation de la tuberculose 
 
I.1.1. Données épidémiologiques
162
 
 
 Au début du XX
ème
 siècle, l’apparition des premiers antituberculeux associée à l’utilisation du 
vaccin développé par Calmette et Guérin a permis la décroissance progressive du nombre de cas de 
tuberculose dans les pays développés. Cependant, dans les années 1990, une recrudescence des cas de 
tuberculose a été observée par l’OMS. Cette recrudescence, s’explique par la co-infection avec le virus 
du sida, présentée en Figure 116, la paupérisation de la population mondiale ainsi que par la 
multiplication des formes résistantes aux antibiotiques. 
 
Figure 116 : Evolution de l'incidence de la tuberculose durant ces 25 dernières années pour des personnes séronégatives 
(courbe verte) et séropositives (courbe rouge)
162
 
 Comme l’indique la Figure 116, depuis les années 2005, l’incidence de la tuberculose a 
diminué de 18% avec une baisse annuelle de 1.5% en moyenne
162, 163
. Ainsi, depuis cette date et 
jusqu’à ce jour 43 millions de vies ont été sauvées. Ces chiffres, très encourageants, sont le résultat de 
mesures mises en place par l’OMS et qui s’inscrivent dans la politique adoptée par les Nations Unies 
ayant pour but de mettre un terme à cette épidémie d’ici 2030. 
 Cependant, aujourd’hui la tuberculose est encore présente dans tous les pays du monde (Figure 
117). Selon l’OMS, 58% des nouveaux cas recensés en 2014 étaient principalement localisés en Asie 
du Sud-Est ainsi que dans la région du Pacifique occidental. L’Afrique, qui a enregistré 28% des 
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nouveaux cas en 2014, est la région la plus touchée puisqu’elle comptabilise une moyenne de 281 cas 
pour 100 000 habitants ce qui représente plus du double de la moyenne du nombre de cas observés 
pour le reste de la population mondiale (133 cas pour 100 000 habitants). 
 
Figure 117 : Répartition par pays du nombre de nouveaux cas de tuberculose estimés en 2014 selon l’OMS
162
 
 Comme nous l’avons mentionné précédemment, la co-infection avec le virus du sida ainsi que 
l’apparition de souches résistantes aux antibiotiques constituent des facteurs facilitant le 
développement de la tuberculose. En 2014, l’OMS estimait que parmi les 9.6 millions de personnes 
ayant été atteintes par la tuberculose, 12% étaient séropositifs et 480 000 étaient des cas de tuberculose 
multi-résistante (MDR : Multi-Drug Resistant). La majorité des nouveaux cas de tuberculose MDR 
estimés par l’OMS en 2014 se trouvaient en Russie, Ukraine, Kazakhstan, Ouzbékistan et Kirghizistan 
(Figure 118). 
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Figure 118 : Répartition des nouveaux cas de tuberculose MDR estimés par l'OMS en 2014
162
 
 Il existe également une forme de tuberculose extrêmement résistante aux antibiotiques (XDR : 
eXtensively-Drug Resistant). En 2014, 105 pays ont rapporté un cas de tuberculose XDR alors que ce 
chiffre était de 77 en 2011. Malgré les chiffres de guérison prometteurs observés pour cette maladie 
infectieuse, la recrudescence du nombre de cas de résistances est un fait qui demeure très alarmant et 
pour lequel le développement de nouveaux traitements antituberculeux est crucial. 
 
I.1.2. L’agent pathogène : Mycobacterium tuberculosis 
 
 Cette maladie infectieuse est causée par une bactérie appelée Mycobacterium tuberculosis. 
Appartenant à la famille des mycobactéries, elle a été découverte par Robert Koch en 1882
164
 et son 
génome a été séquencé en 1998
165
. Egalement connue sous le nom de bacille de Koch, en l’honneur de 
celui qui l’a mise en évidence, cette bactérie a une forme de bâtonnet droit ou légèrement incurvé de 
0.2 µm à 0.5 µm de largeur et de 2 µm à 5 µm de longueur (Figure 119). 
 
Figure 119 : Structure du bacille de Koch 
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 Ce bacille est composé d’une enveloppe cellulaire renfermant l’ADN bactérien. L’architecture 
de cette enveloppe, présentée en Figure 120, se compose, de l’intérieur vers l’extérieur, d’une 
membrane plasmique, d’une paroi cellulaire et d’une capsule
166
. 
 
Figure 120 : Architecture de l'enveloppe mycobactérienne composée d’une membrane plasmique, d’une paroi cellulaire 
et d’une capsule
166
 
 La membrane plasmique est composée de phospholipides, présentant une extrémité hydrophile 
(Figure 120 point rouge) et deux chaines d’acides gras (Figure 120 chaines noires), assemblés en 
bicouche lipidique. La paroi cellulaire se compose du peptidoglycane assurant la rigidité et la forme 
des bacilles. Ce peptidoglycane est lié de manière covalente à l’arabinogalactane (biopolymère) qui est 
estérifié par les acides mycoliques. Une seconde couche de lipides, appelés lipides extractibles (non 
covalents), se situe au-dessus des acides mycoliques formant avec eux la membrane externe. Le 
dernier composant de cette enveloppe est la capsule qui est constituée de polysaccharides, de lipides et 
de protéines. La structure rigide, très épaisse et hydrophobe de cette enveloppe permet de résister à la 
pression osmotique ainsi qu’aux différents mécanismes de défense mis en place par l’hôte. 
 En outre, les acides mycoliques (Figure 120 chaines rouges) jouent un rôle essentiel dans la 
perméabilité de l’enveloppe bactérienne
167
. Principaux composants de la paroi cellulaire, ces acides 
gras sont une réelle armature empêchant la pénétration d’antibiotiques et contrôlant les transferts de 
nutriments. 
 
I.1.3. Transmission du bacille de Koch et développement de la tuberculose 
 
 La tuberculose est une maladie contagieuse qui affecte les poumons et qui se transmet par voie 
aérienne. Une fois inhalés sous forme d’aérosols, les bacilles tuberculeux parviennent aux alvéoles 
pulmonaires de l’organisme hôte. C’est alors qu’intervient la réponse immunitaire spécifique qui 
consiste à phagocyter les bacilles infectieux grâce aux macrophages alvéolaires. Cependant, les 
bacilles vont être capables de survivre et de se multiplier au sein des cellules immunitaires. Ainsi, à ce 
stade de l’infection, trois évolutions sont possibles
168
 (Figure 121).  
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Figure 121 : Cycle d'évolution de l'infection dues à l'agent pathogène Mycobacterium tuberculosis
168
 
(i) la réponse du système immunitaire permet d’éliminer le bacille tuberculeux conduisant à une 
clairance spontanée. Il s’agit d’une situation extrêmement rare voire inexistante. 
(ii) la prolifération du bacille tuberculeux n’est pas contrôlée par le système immunitaire ce qui 
entraine l’apparition de la tuberculose dite active, aussi appelée tuberculose-maladie. Cette situation 
est le plus souvent observée chez des individus dont le système immunitaire est déficient tels que ceux 
atteints par le virus du sida. 
(iii) le système immunitaire est capable de maitriser l’infection en formant des granulomes qui sont 
des structures cellulaires constituées de macrophages et entourées de lymphocytes confinant à 
l’intérieur les bacilles tuberculeux. Cette situation, appelée primo-infection, est observée dans 90% des 
cas. La tuberculose est dite latente puisque bien que les bacilles soient présents dans l’organisme, 
l’équilibre établi entre la charge bactérienne et le système immunitaire permet de contrôler la 
prolifération des bacilles tuberculeux qui sont alors qualifiés de dormants. L’OMS estime qu’un tiers 
de la population mondiale est aujourd’hui infectée par cette tuberculose latente
162
. 
La tuberculose latente est non contagieuse et asymptomatique. Dans 10% des cas, un déséquilibre 
entre la charge bactérienne et le système protecteur de l’individu entraine le développement de la 
forme active de la tuberculose, dite tuberculose-maladie. L’âge avancé de l’individu ainsi qu’une 
immunodépression sont autant de facteurs aggravants qui facilitent cette phase de réactivation. Les 
bacilles tuberculeux ne sont donc plus contrôlés, leur multiplication est amorcée et la tuberculose-
maladie est déclarée. Les personnes atteintes d’une tuberculose-maladie peuvent dès lors transmettre le 
bacille tuberculeux. Selon l’OMS, une personne malade peut infecter 10 à 15 autres personnes en une 
année seulement. 
 Certains symptômes de la tuberculose pulmonaire tels que de la fatigue, de la fièvre et un 
amaigrissement ne sont pas spécifiques de la maladie. En revanche, une toux persistante, une douleur 
thoracique et des expectorations teintées de sang constituent des symptômes plus spécifiques et c’est à 
partir de ces symptômes que le diagnostic de la maladie va être établi. Comme nous l’avons 
mentionné, les organes les plus exposés à l’agent pathogène sont les poumons. Néanmoins, d’autres 
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organes peuvent subir une infection par le bacille de Koch tels que les reins, le cerveau (induisant une 
méningite), la peau, les os et l’intestin. A la différence de la tuberculose pulmonaire, ces formes de 
tuberculose extra-pulmonaires ne sont pas contagieuses et les symptômes qui y sont associés sont 
propres à l’organe infecté.  
 La radiographie des poumons constitue le premier outil pour diagnostiquer une tuberculose 
pulmonaire. Afin de confirmer ce premier diagnostic, des examens bactériologiques visant à mettre en 
évidence la présence de mycobactéries sont effectués. Ce type d’examens passe par exemple par le 
prélèvement et la mise en culture d’expectorations chez des individus suspects. Une fois le diagnostic 
clairement établi, un antibiogramme est réalisé pour déterminer le traitement adapté. 
 
I.2. Les traitements de première et seconde intentions 
 
 La première solution pour lutter contre la tuberculose a consisté en une prévention vaccinale à 
partir du bacille de Calmette et Guérin utilisée chez le nourrisson pour la première fois en 1921 
(vaccin bilié BCG)
169
. Même si ce vaccin a montré des résultats intéressants pour la prévention des 
méningites tuberculeuses chez l’enfant (effet protecteur moyen à hauteur de 80%)
170, 171
, son efficacité 
préventive pour la forme pulmonaire chez l’individu adulte s’est révélée être très modeste
172, 173
. Par 
ailleurs, l’utilisation de ce vaccin est aujourd’hui très controversée puisqu’en plus de sa faible 
efficacité, celle-ci est très variable entre les populations vaccinées. 
 Dès 1944, le premier antibiotique actif contre la tuberculose est découvert. Il s’agit de la 
streptomycine qui appartient à la classe des aminoglycosides
174
 et qui est administrée par voie 
parentérale. 
 
I.2.1. Traitement de première intention 
 
 Dans les vingt années qui ont suivi la découverte de la streptomycine, d’autres antituberculeux 
administrables par voie orale ont été développés tels que l’isoniazide
175
, la rifampicine
176
, le 
pyrazinamide
177
 et l’éthambutol
178
 (Figure 122). 
 
Figure 122 : Frise chronologique de découverte des 5 premiers antituberculeux et structures chimiques associées 
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 Le traitement de première intention, prescrit pour une tuberculose pulmonaire non résistante, 
consiste en un schéma thérapeutique composé de deux phases
162
 :  
- une première phase, dite intensive, au cours de laquelle un cocktail thérapeutique associant 
l’isoniazide, la rifampicine, le pyrazinamide et l’éthambutol est administré. Cette phase 
intensive dure 2 mois. 
- la seconde phase, dite de continuation ou consolidation, consiste à utiliser la bithérapie 
associant l’isoniazide et la rifampicine pendant 4 mois. 
 
 Le patient doit faire preuve d’une grande rigueur dans le suivi du traitement pour qu’il soit 
efficace et capable d’éliminer tous les bacilles. Les 4 antituberculeux utilisés pour ce traitement de 
première intention ont des modes d’action différents. 
Isoniazide (INH) : le mode d’action de l’INH a été découvert dans les années 1970
179
. L’INH est une 
prodrogue bioactivée à l’intérieur de la bactérie par la protéine KatG
180
. L’espèce active de l’INH se 
lie au cofacteur NAD
+
 et forme un adduit NAD-INH. Cet adduit est responsable de l’inhibition 
d’InhA
181, 182
, protéine impliquée dans la biosynthèse des acides mycoliques
183
. L’inhibition d’InhA 
empêche ainsi la synthèse des acides mycoliques, et donc de la paroi bactérienne, entrainant 
l’élimination du bacille tuberculeux
184
. 
Pyrazinamide (PZA) : le PZA est également une prodrogue. Une fois entrée dans la bactérie, il est 
activé en acide pyrazinoïque par la pyrazinamidase. La formation de cet acide à l’intérieur de la 
bactérie provoque une acidification du milieu intracellulaire inhibant ainsi des enzymes ayant un rôle 
primordial pour la bactérie
185
. 
Ethambutol (EMB) : découvert tardivement, son mode d’action consiste à empêcher la biosynthèse de 
l’arabinogalactane
186
 qui est l’un des composants de la paroi bactérienne (Figure 120). 
Rifampicine (RIF) : la RIF est un inhibiteur de l’ARN polymérase bactérienne
187
. Cet inhibiteur est le 
seul antibiotique capable d’agir sur la tuberculose latente et d’avoir une activité bactéricide sur les 
bacilles dormants. C’est justement pour cette raison qu’il est utilisé durant les 6 mois de traitement 
afin d’éradiquer tous les bacilles tuberculeux dormants. 
 L’observance optimale de ce traitement permet de soigner en moyenne 86% des individus 
infectés par une tuberculose sensible
188
. Cependant, ce traitement est souvent associé à des effets 
secondaires graves ce qui complique son observance par le patient. Le non suivi du traitement ou son 
abandon favorise l’émergence de bacilles résistants. Une tuberculose MDR est alors caractérisée par 
une résistance à la rifampicine et à l’isoniazide. Pour traiter ces souches MDR, d’autres 
antituberculeux ont été développés. 
 
I.2.2. Traitements de seconde intention 
 
 Les souches résistantes de la tuberculose résultent de l’apparition de mutations survenant au 
niveau des gènes du bacille de Koch lui permettant d’échapper à l’action des antibiotiques. Plusieurs 
mécanismes peuvent expliquer ce phénomène de résistance : (i) il peut y avoir mutation au niveau du 
gène cible ce qui conduit à une perte d’affinité de l’antibiotique pour la protéine de la bactérie 
189
, (ii) 
il peut y avoir mutation dans l’opéron du gène cible entrainant ainsi une surproduction de la protéine 
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ce qui entraîne une titration de l’antibiotique
190
, (iii) il peut y avoir également expression de pompes 
d’efflux capables d’expulser l’antibiotique hors de la bactérie
191
. 
Comme nous l’avons vu précédemment, l’inobservance du traitement de première intention 
peut entrainer l’apparition de souches résistantes. La tuberculose pulmonaire pouvant se transmettre 
par voie aérienne, un individu peut contracter une forme résistante de tuberculose par contact avec un 
autre individu infecté par cette souche résistante. Les traitements de seconde intention, prescrits contre 
les souches MDR, consistent en l’administration de 5 à 7 antibiotiques, sur une durée minimale de 20 
mois, réunis dans différents groupes thérapeutiques
162
. 
Groupe I : le PZA et l’EMB, utilisés pour le traitement de première intention, constituent cette 
première catégorie. 
Groupe II : 3 composés injectables, appartenant à la famille des aminoglycosides, sont présents dans 
cette catégorie : la kanamycine, l’amikacine, et la capréomycine. Ces composés permettent d’inhiber 
la synthèse protéique en empêchant la traduction de l’ARN du bacille tuberculeux.  
Groupe III : 3 structures principales, appartenant à la famille des fluoroquinolones, sont rassemblées 
dans cette catégorie : la levofloxacine, la moxifloxacine et l’ofloxacine. 
Groupe IV : cette dernière catégorie comprend des structures capables d’inhiber la croissance et la 
reproduction des bactéries. Ces composés, actifs par voie orale, correspondent à l’acide para-
aminosalicylique, la cycloserine et la térizidone ainsi que les thioamides tels que l’éthionamide et le 
prothionamide. 
 Associés aux antituberculeux de première intention (le PZA et l’EMB), l’OMS recommande 
que les patients infectés par une tuberculose MDR reçoivent au moins un médicament injectable du 
groupe II, une fluoroquinolone du groupe III et un des antibiotiques du groupe IV. Les composés 
utilisés dans les traitements de première et de seconde intention ont tous été découverts dans les 
années 1950 et 1960. En plus des durées de traitement longs et des effets secondaires lourds associés à 
ces polythérapies
192
, l’utilisation prolongée depuis près de 50 ans du même arsenal thérapeutique a 
entrainé, à l’échelle mondiale, l’apparition de souches extrêmement résistantes XDR, insensibles aux 
différents cocktails décrits précédemment. Une souche XDR est une souche MDR qui résiste en plus 
aux fluoroquinolones (composés du groupe III) et aux aminoglycosides (composés du groupe II). Le 
développement de nouveaux antituberculeux capables d’être actifs sur ces souches résistantes de 
tuberculose est donc devenu crucial. 
 Deux nouveaux antituberculeux ont eu récemment leur autorisation de mise sur le marché pour 
le traitement de souches résistantes : bédaquiline en 2012
193
 et délamanide en 2014
194
 (Figure 123). 
Ces deux composés ont des modes d’action différents puisque bédaquiline inhibe l’ATP synthase de la 
mycobactérie tandis que délamanide inhibe la synthèse des acides mycoliques. 
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Figure 123 : Structures de bédaquiline et délamanide 
 Une dizaine de composés sont actuellement en phases cliniques pour lutter contre les souches 
résistantes de Mycobacterium tuberculosis
195-198
. Une alternative au développement de nouveaux 
antituberculeux consiste à potentialiser l’activité d’un médicament déjà existant. Cette stratégie 
permettrait d’administrer le médicament à des doses moins conséquentes diminuant ainsi les effets 
secondaires ce qui conduirait à une meilleure observance. 
 
I.3. L’approche par potentialisation de médicaments existants 
 
 Il existe actuellement deux types d’antituberculeux : ceux qui ciblent une protéine essentielle 
de la mycobactérie et les prodrogues qui nécessitent d’être bioactivées par la bactérie pour acquérir 
leur pouvoir antibactérien. C’est le cas de l’isoniazide, de l’éthionamide et du pyrazinamide. Le 
processus de bioactivation de l’éthionamide a été établi dans les années 2000 par l’un de nos 
collaborateurs, Alain Baulard, et a permis de mettre en évidence une cible thérapeutique intéressante 
pour booster l’activité de l’éthionamide
199
. 
 
I.3.1. Ethionamide : une prodrogue au centre de cette stratégie de potentialisation 
 
 L’éthionamide (ETH) est donc une prodrogue qui est utilisée pour lutter contre les souches 
MDR de la tuberculose. Une fois à l’intérieur de la bactérie, il a été montré que la monooxygénase 
EthA de type Baeyer-Villiger bioactive l’éthionamide
199, 200
 par une réaction d’oxydation. Cette 
bioactivation conduit alors à la formation d’un adduit NAD-ETH capable d’inhiber la protéine InhA
201
 
et ainsi d’empêcher la synthèse des acides mycoliques. La cascade de bioactivation de l’éthionamide 
est présentée en Figure 124. 
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Figure 124 : Cascade de bioactivation de la prodrogue éthionamide conduisant à la formation de l'adduit NAD-ETH 
capable d'inhiber la protéine InhA impliquée dans la synthèse des acides mycoliques 
 En parallèle de la découverte du gène ethA, un second gène, nommé ethR, a été identifié. Ce 
gène code pour le régulateur transcriptionnel EthR qui contrôle la production de la protéine EthA. En 
effet, il a été montré qu’une surexpression du gène ethR diminue l’expression d’ethA et rend la 
bactérie résistante à l’éthionamide. Inversement, les souches dépourvues du gène ethR surproduisent la 
protéine EthA ce qui entraine une hypersensibilité de la bactérie à l’éthionamide
199, 200
. 
 La protéine EthR appartient aux répresseurs transcriptionnels de la famille TetR dont le rôle 
consiste à réguler la transcription de certains gènes en se fixant sur leur prometteur. Il a en effet été 
mis en évidence que la protéine EthR se lie sur le prometteur du gène ethA inhibant sa transcription et 
empêchant ainsi la production de la protéine EthA, capitale pour bioactiver l’éthionamide
202
. La 
stratégie envisagée pour booster l’activité de l’éthionamide a donc consisté à développer des 
inhibiteurs de la protéine EthR afin d’augmenter la production d’EthA et ainsi la bioactivation de 
l’éthionamide (Figure 125)
203, 204
. 
 
Figure 125 : Stratégie utilisée pour potentialiser l'activité antituberculeuse de l'éthionamide en développant des 
composés capables d’inhiber le répresseur transcriptionnel EthR 
 
I.3.2. Développement d’inhibiteurs de la protéine EthR et preuve de concept de cette 
stratégie de potentialisation 
 
 Différentes approches ont été utilisées au laboratoire pour développer des inhibiteurs du 
répresseur transcriptionnel EthR. Parmi elles, deux approches vont être décrites : l’une basée sur le 
design rationnel d’un modèle de ligand idéal à partir de la structure cristallographique et l’autre basée 
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sur une approche par fragments. Les composés impliqués dans ces deux approches ont été évalués 
selon 3 tests :  
- un test in vitro, le Thermal Shift Assay (TSA) utilisé pour déterminer l’affinité du composé 
pour la protéine EthR. Ce test permet d’aboutir à une différence de températures de 
dénaturation de la protéine avec et sans ligand (noté ΔTm). Plus cette valeur est élevée, plus le 
composé est capable de thermostabiliser la protéine et donc plus il est affin pour la protéine 
(cette technique sera détaillée dans la partie II.2.1.). 
- un test fonctionnel basé sur la Résonance Plasmonique de Surface (RPS), permettant 
d’observer et de quantifier les phénomènes d’association et de dissociation de la protéine EthR 
avec l’ADN ainsi que l’aptitude du composé à empêcher cette fixation. Le composé est testé à 
différentes concentrations permettant d’obtenir une IC50 : plus celle-ci est faible, meilleure est 
la capacité du composé à empêcher la fixation d’EthR à l’ADN. 
- un test phénotypique sur des macrophages infectés par M. tuberculosis, afin de mesurer la 
puissance du composé à booster 10 fois l’activité de l’éthionamide. L’EC50 obtenue à l’issue 
de ce test doit être la plus faible possible traduisant une puissance élevée du composé. 
 
I.3.2.1.  Approche rationnelle basée sur la construction d’un pharmacophore  
 
 La première approche a consisté à établir un modèle de pharmacophore à partir de la structure 
cristallographique de la protéine EthR
203, 204
. Ceci a permis l’identification d’un premier ligand d’EthR 
(BDM14500) qui a ensuite été optimisé afin d’améliorer ses propriétés physico-chimiques, 
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques. Ce travail a abouti au composé BDM41906, affin pour 
la protéine EthR (ΔTm = 10.3 °C), capable d’empêcher la fixation d’EthR à son opérateur ADN (IC50 = 
0.6 µM) et de booster d’un facteur 10 l’activité de l’éthionamide sur des macrophages infectés par 
Mycobacterium tuberculosis (EC50 = 0.06 µM)
55, 205, 206
 (Figure 126). 
 
Figure 126 : Optimisations réalisées à partir du composé BDM14500 pour aboutir au composé BDM41906
55, 205
 
 Une étude in vivo consistant en l’administration orale de BDM41906 (20 mg.kg
-1
 par jour) 
pendant 4 semaines avec différentes doses d’éthionamide chez la souris infectée par Mycobacterium 
tuberculosis a été réalisée. Les résultats obtenus indiquent que quelle que soit la dose d’éthionamide 
utilisée, un effet boost du composé est toujours observé. De façon très intéressante, la combinaison de 
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BDM41906 (20 mg.kg
-1
) avec l’éthionamide (12.5 mg.kg
-1
) s’est révélée être aussi active que 
l’administration d’éthionamide seul à 50 mg.kg
-1
 caractérisant une potentialisation de l’antituberculeux 
d’un facteur 4 in vivo. 
 Conformément à nos attentes, cette stratégie de potentialisation de l’éthionamide, en 
administrant un inhibiteur du répresseur transcriptionnel EthR, permet de diminuer les doses 
habituellement utilisées pour l’éthionamide seul ce qui devrait permettre de diminuer les effets 
secondaires de type hépatique couramment observés avec cet antibiotique.  
 
I.3.2.2.  Approche basée sur l’utilisation de fragments 
 
 Au cours de la recherche de nouveaux inhibiteurs de la protéine EthR
207
, le composé 
BDM15048 a été cocristallisé avec la protéine (Figure 127). 
I S
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Figure 127 : Structure du composé BDM15048 
 Ce composé BDM15048 présente 14 atomes lourds, un nombre d’atomes donneurs et 
accepteurs de liaisons hydrogène inférieur à 3, une lipophilie inférieure à 3 (clogP < 3) et un nombre 
de liaisons à libre rotation inférieur à 3. Il peut donc être considéré comme un fragment et de par la 
présence de groupements fonctionnalisables, ce composé constitue le point de départ idéal pour 
développer une optimisation rationnelle
77
. Du fait de sa faible taille, son aptitude à empêcher la 
fixation d’EthR à son opérateur ADN est très faible  (IC50 = 160 µM) et aucune activité de 
potentialisation de l’éthionamide n’a été observée (EC50 > 20 µM). L’optimisation de ce composé a été 
effectuée selon une stratégie de fragment-growing consistant à ajouter des groupements sur ce 
fragment de manière à améliorer son activité (Figure 128). 
 
Figure 128 : Optimisation du fragment BDM15048 selon une stratégie de fragment-growing pour aboutir au composé 
BDM43266 
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 Cette approche d’optimisation à partir d’un fragment a permis d’aboutir au composé 
BDM43266 capable de potentialiser d’un facteur 10 l’activité de l’éthionamide à une concentration de 
l’ordre de la dizaine de nanomolaire (EC50 = 0.08 µM)
77
. 
 Au cours des différents travaux réalisés pour identifier des inhibiteurs d’EthR, il a été montré 
qu’il y avait une bonne corrélation entre l’activité de potentialisation de l’éthionamide sur bactéries 
(pEC50) et l’affinité des composés pour EthR (ΔTm). Cette corrélation est représentée en Figure 129. 
 
Figure 129 : Corrélation entre l'affinité des composés pour la protéine EthR (ΔTm), et la capacité des composés à 
potentialiser d'un facteur 10 l'activité bactéricide de l'éthionamide (pEC50) 
 De façon surprenante, une famille de composés, représentée par des points rouges sur la 
Figure 129 et dont le chef de file est le composé BDM41420, a montré une faible affinité pour la 
protéine EthR (TSA) mais un effet boost de l’éthionamide d’un facteur 10 à des concentrations en 
composés de l’ordre de la centaine de nanomolaire. Par ailleurs, administrés seuls, les composés de 
cette famille ne présentaient pas d’activité bactéricide. Ce résultat a mis en avant le fait que ces 
composés se comportaient bien comme des boosters de l’éthionamide sans pour autant inhiber EthR. 
Le composé BDM41420 a par la suite été évalué sur le test RPS ce qui a permis d’observer que la 
fixation d’EthR à l’ADN n’était pas inhibée en présence de ce composé. Ce résultat a suggéré que le 
composé BDM41420 induisait le déclenchement d’une autre potentielle voie de bioactivation de 
l’éthionamide indépendante du répresseur transcriptionnel EthR.  
 
II. Découverte d’un nouveau répresseur transcriptionnel 
 
 Suite aux observations inattendues présentées précédemment, différentes expériences ont été 
réalisées avec le composé BDM41420 afin de confirmer l’existence d’une éventuelle voie de 
bioactivation de l’éthionamide. 
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II.1. EthR2 : une nouvelle cible pour lever la résistance à l’éthionamide 
 
II.1.1. EthR2/EthA2 : une nouvelle voie éventuelle de bioactivation de l’éthionamide 
 
 L’impact du composé BDM41420 sur le transcriptome de la mycobactérie a alors été étudié et 
nous avons comparé ces résultats avec ceux générés en présence du composé BDM41906, connu pour 
inhiber le répresseur EthR. Comme attendu, lorsque la culture bactérienne est traitée avec le composé 
BDM41906, une surexpression des gènes ethA et ethR a pu être observée. En revanche, le traitement 
avec le composé BDM41420 s’accompagne d’une faible surexpression des gènes ethA et ethR mais 
surtout d’une très nette surexpression de deux nouveaux gènes, ethA2 et ethR2. L’analyse des banques 
de données du génome de M. tuberculosis a révélé une analogie entre ethA/ethR et ethA2/ethR2 : la 
protéine EthA2, codée par le gène ethA2, est une oxydoréductase tandis que la protéine EthR2, codée 
par le gène ethR2, est un régulateur transcriptionnel appartenant à la famille TetR. Ces observations 
suggèrent que le déclenchement de l’expression du gène ethA2 via l’inhibition d’EthR2 par le composé 
BDM41420, fonctionnerait de la même manière que dans le cas du trio BDM41906/EthR/EthA. Nous 
faisons donc l’hypothèse, qui n’a pas encore été confirmée, que l’oxydoréductase EthA2, dont la 
production est sous contrôle du répresseur EthR2, est impliquée dans la bioactivation de l’éthionamide.  
 Pour vérifier que la protéine EthR2 est bien la cible du composé BDM41420, la protéine a été 
produite puis nous avons testé les composés BDM41420 et BDM41906 en utilisant les techniques de 
TSA, afin d’évaluer l’affinité de ces composés pour la protéine (cette technique est détaillée dans la 
partie II.2.1.), et de RPS, afin d’évaluer l’aptitude des composés à empêcher la fixation d’EthR2 sur 
son opérateur ADN. Les résultats de ces expériences sont présentés en Figure 130. 
 
Figure 130 : A. Évaluation de l'affinité des composés BDM41420 et BDM41906 pour la protéine EthR2 par TSA 
B. Évaluation de l’aptitude des composés BDM41420 et BDM41906 à inhiber la fixation d’EthR2 à l’ADN par RPS 
 Comme l’indique le résultat de la Figure 130A, la température de dénaturation de la protéine 
EthR2, notée Tm, augmente avec la concentration du composé BDM41420 (Figure 130A courbe rouge) 
traduisant ainsi la capacité de ce composé à stabiliser la protéine et donc à se lier à celle-ci. Comme 
attendu, aucune stabilisation n’est observée avec le composé BDM41906 montrant qu’il n’a pas 
d’affinité pour la protéine EthR2 (Figure 130A courbe bleue). De plus, par RPS (Figure 130B), un effet 
dose-réponse est observé pour le composé BDM41420 indiquant sa capacité à inhiber la fixation 
d’EthR2 à l’ADN tandis qu’aucune inhibition n’est constatée pour le composé BDM41906 (Figure 
130B courbe rouge vs courbe bleue).  
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 L’ensemble de ces résultats confirme que le composé BDM41420 est bien un ligand du 
répresseur transcriptionnel EthR2 capable d’inhiber sa fixation à l’ADN. Ainsi la transcription du gène 
ethA2 est possible et l’activité de l’éthionamide est alors potentialisée.  
 
II.1.2. Intérêt du réveil des gènes ethR2/ethA2 
 
 L’intérêt primordial de la découverte de l’activation du gène ethA2 par l’intermédiaire de 
l’inhibition d’EthR2 est que cela permet de lever la résistance à l’éthionamide observée pour certaines 
souches de M. tuberculosis. Les deux principales résistances à l’éthionamide sont dues à des mutations 
survenant au niveau du gène inhA ou du gène ethA
208
. Le gène inhA code pour la protéine InhA qui est 
impliquée dans la biosynthèse des acides mycoliques
183
 et qui est la cible de l’éthionamide. Selon une 
étude, 62% des souches cliniques résistantes à l’éthionamide possèdent des mutations dans le gène 
inhA
209
. La principale d’entre elles correspond à la mutation c-15t qui se déclare dans la région 
promotrice du gène. Celle-ci a pour conséquence d’augmenter le taux d’ARN messagers d’inhA de 20 
fois entrainant une surproduction de la protéine InhA ce qui augmente la CMI de l’éthionamide d’un 
facteur 8
210
. Ainsi, dans ce cas de mutation, potentialiser l’activité bactéricide de l’éthionamide en 
développant des inhibiteurs d’EthR ou d’EthR2 permettrait de compenser cette résistance. 
 Lorsque les mutations se produisent dans le gène ethA, l’éthionamide ne peut plus être 
bioactivé ce qui le rend inefficace contre la maladie. Dans ce cas, la découverte d’une voie alternative 
de bioactivation de l’éthionamide, indépendante de la monooxygénase EthA, permettrait de contourner 
les résistances dues à ce type de mutations. Cette stratégie est présentée en Figure 131. 
 
Figure 131 : Action supposée d’EthA2 dans la bioactivation de l'éthionamide permettant de contourner les résistances 
liées à des mutations survenant dans le gène ethA 
 Afin de confirmer l’intérêt de cette nouvelle voie de bioactivation dans la lutte contre la 
tuberculose, 3 souches cliniques de tuberculose MDR isolées et mutées dans ethA ont chacune été 
traitées de trois manières différentes : avec l’éthionamide seul, avec une co-administration 
ETH+BDM41906 (inhibiteur d’EthR) et avec une co-administration ETH+BDM41420 (inhibiteur 
d’EthR2). Pour chacun des traitements, les CMI de l’éthionamide ont été mesurées. Les résultats sont 
présentés dans Tableau 38. 
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Souches MDR-TB 
(mutées dans ethA) 
CMI (µg.mL
-1
) 
ETH 
ETH 
 + 
BDM41906 
ETH 
 + 
BDM41420 
B1 > 256 > 64 0.5 
B2 > 256 > 64 0.5 
B3 > 256 32 0.25 
Tableau 38 : CMI de l’éthionamide obtenues sur 3 souches de tuberculose MDR présentant une mutation dans le gène 
ethA selon un traitement utilisant l'éthionamide (ETH) seul ou co-administré avec le composé BDM41906 (inhibiteur 
d'EthR) ou co-administré avec le composé BDM41420 (inhibiteur d'EthR2) 
 Comme attendu, les CMI de l’éthionamide administré seul ou co-administré avec le composé 
BDM41906 (inhibiteur d’EthR) sur ces souches de tuberculose MDR mutées dans le gène ethA sont 
très élevées. En effet, à cause des mutations dans ethA, l’éthionamide n’est plus bioactivé ce qui 
explique les résistances observées. En revanche, la co-administration de l’éthionamide avec le 
composé BDM41420 permet de lever cette résistance à l’éthionamide et ainsi obtenir des CMI 
comprises entre 0.25 µg.mL
-1
 et 0.5 µg.mL
-1
 pour les 3 souches cliniques considérées.  
 Ainsi, du fait de l’intérêt du répresseur transcriptionnel EthR2, nous avons décidé d’identifier 
de nouveaux inhibiteurs de cette protéine selon une approche par fragments. 
 
II.2. Criblage d’une librairie de fragments par Thermal Shift Assay sur EthR2 
 
 Comme nous l’avons vu dans le chapitre II, l’approche par fragments consiste à cribler une 
librairie de petites molécules respectant la règle des 3 avec notamment une masse molaire inférieure à 
300 g.mol
-1
. Après avoir identifié un ou plusieurs hits fragments présentant une faible activité mais un 
mode de liaison à la cible thérapeutique dit efficace, ils sont optimisés en composé lead. Pour 
identifier de nouveaux inhibiteurs du répresseur transcriptionnel EthR2, nous avons utilisé notre 
librairie de fragments commerciaux et issus de nos synthèses que nous avons reformatée pour 
conserver 960 fragments solubles à 100 mM dans le DMSO. Cette librairie a ensuite été criblée sur 
EthR2 par la technique du Thermal Shift Assay (TSA). 
 
II.2.1. Principe du Thermal Shift Assay (TSA) 
 
 Le test TSA est basé sur le phénomène de dénaturation de protéines. Un marqueur fluorescent, 
généralement le Sypro orange
TM
, est utilisé (Figure 132A bille jaune). Ce marqueur est capable de se 
fixer de façon non spécifique à des surfaces hydrophobes ce qui a pour conséquence d’amplifier son 
signal de fluorescence. Sous l’action de la chaleur, la protéine se dénature et ses régions hydrophobes 
deviennent accessibles au marqueur. Nous pouvons ainsi déterminer la température, notée Tm, à 
laquelle la protéine est dénaturée à 50%. Ce test est présenté en Figure 132A. 
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Figure 132 : A. Principe du fonctionnement du TSA 
B. Expériences TSA effectuées à différentes concentrations de ligand 
 Cet outil permet de renseigner sur la capacité d’un ligand à stabiliser une protéine. Pour ce 
faire, et après avoir déterminé le Tm de la protéine seule, on réalise la même expérience en ajoutant le 
ligand au mélange protéine/marqueur (Figure 132A cube rouge). On obtient alors une nouvelle 
température de dénaturation et en la comparant à celle de la protéine seule, on peut déterminer un écart 
de température, noté ΔTm (Figure 132A). L’affinité du ligand pour la protéine étant reliée à sa capacité 
à stabiliser la protéine, plus le ΔTm est élevé, meilleure est l’affinité du ligand pour la protéine. 
 Un effet dose réponse peut être observé avec cette technique en appliquant des concentrations 
croissantes en ligand. Ainsi, cette augmentation de concentration en ligand s’accompagne d’une 
augmentation de la température de dénaturation de la protéine ce qui se traduit par une meilleure 
capacité du ligand à stabiliser la protéine (Figure 132B). Cet outil, rapide et haut débit, a été utilisé 
pour cribler la librairie de 960 fragments sur le répresseur transcriptionnel EthR2. 
 
II.2.2. Criblage par TSA de la librairie de fragments sur EthR2 
 
 Les 960 fragments ont été testés à une concentration de 1 mM sur EthR2. 50 composés 
présentant un ΔTm supérieur à 2 °C ont été sélectionnés. Ces composés ont été confirmés par des 
expériences de dose-réponse en utilisant la même technique TSA. 12 composés ont montré une 
stabilisation dose dépendante de la protéine EthR2. La capacité de ces 12 composés à empêcher la 
fixation d’EthR2 à l’ADN a été évaluée au moyen d’un test basé sur l’utilisation d’un gène rapporteur 
dans des cellules embryonnaires HEK-293. La caractéristique de ce test, développé par la société 
BioVersys, est d’observer la production d’une phosphatase sous le contrôle d’EthR2
211
. 
 
II.3. Identification d’un hit et mode de liaison du composé à EthR2 
 
II.3.1. Identification d’un hit capable d’empêcher la fixation d’EthR2 à son l’opérateur ADN 
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 Les 12 composés ont été évalués dans ce test cellulaire et le composé 198, capable d’inhiber 
l’interaction EthR2/ADN avec une IC50 de 0.95 µM, a été identifié. Ce composé 198 à une 
concentration de 20 µM a montré un ΔTm de 0.5 °C dans le test TSA. Il possède un noyau 8-
azabicyclo[3.2.1]octan-3-one, couramment appelé tropinone (Figure 133). 
N
O
Cl
198
Tm = 0.5 °C - IC50 = 0.95 µM  
Figure 133 : Structure du hit identifié 198 à l'issue du criblage de la librairie des 960 fragments  effectué sur la protéine 
EthR2 
 Une expérience de « soaking » entre ce composé 198 et la protéine EthR2 a été effectuée 
(Figure 134). Les cristaux ainsi obtenus ont été diffractés aux rayons X pour déterminer le mode de 
liaison du composé à EthR2. Comme pour la protéine EthR et la grande majorité des répresseurs de la 
famille TetR, EthR2 se trouve sous une forme homodimérique. On distingue deux régions dans la 
structure tridimensionnelle d’EthR2 (Figure 134A) :  
- le domaine HTH (Helix-Turn-Helix), qui est responsable de la fixation à l’opérateur ADN. 
 
- le reste des hélices forme le domaine de régulation. Cette région est celle où un ligand peut 
venir se lier afin d’empêcher la liaison du domaine HTH au promoteur du gène ethA2 
entrainant ainsi sa transcription
212
. 
 
Figure 134 : A. Représentation de la structure tridimensionnelle de la protéine EthR2 sous sa forme homodimérique 
B. Mode de liaison du composé 198 avec EthR2 obtenu par « soaking » 
 La liaison de 198 avec EthR2 révèle deux interactions polaires dans le domaine de régulation 
(Figure 134B) : une liaison ionique entre l’atome d’azote de la tropinone et le résidu Asp168 et une 
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liaison hydrogène entre la fonction cétone de ce même hétérocycle et le résidu Glu70. Le reste de la 
poche est essentiellement constitué de résidus hydrophobes et le pont du cycle tropinone vient occuper 
la poche hydrophobe délimitée par les résidus Ile113, Leu114, Phe126 et Ala130. Guidée par cette 
structure cristallographique, différentes pharmaco-modulations ont été envisagées afin d’optimiser 
l’activité inhibitrice du hit 198. 
 
II.3.2. Stratégies d’optimisation envisagées à partir de la structure cristallographique 
 
 Ces stratégies d’optimisation ont concerné différentes régions du composé 198 (Figure 135). 
D’abord, des modifications autour du noyau aromatique ont été effectuées. Par ailleurs, la structure 
cristallographique révèle la présence de deux résidus polaires, la sérine 134 et la thréonine 138, dans la 
région où se trouve le groupement 4-chlorophényle. Il a donc été envisagé d’introduire des accepteurs 
de liaisons hydrogène au niveau du cycle aromatique. De plus, l’ajout d’un chainon méthylénique sur 
la chaine carbonée a été effectué afin d’occuper plus efficacement le haut hydrophobe de la poche. 
Enfin, l’importance de l’aromaticité a été évaluée en remplaçant le cycle aromatique par des 
groupements aliphatiques. 
 
Figure 135 : Stratégies d'optimisation du composé 198 envisagées basées sur la structure cristallographique 
 L’importance du cycle tropinone pour l’activité a également été étudiée en synthétisant 
l’analogue du composé 198 avec un noyau pipéridone et un noyau 9-azabicyclo[3.3.1]nonan-3-one. Ce 
dernier, appelé pseudopelletiérine, correspond à l’homologue supérieur de la tropinone pour lequel il y 
a un atome de carbone supplémentaire au niveau du pont. De plus, la synthèse de l’isomère de position 
du noyau tropinone, correspondant au composé présentant le pont carboné en position alpha de la 
fonction carbonyle, a été réalisée. 
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 De façon à compléter ces relations structure-activité, les analogues avec une fonction 
hydroxyle ou une amine secondaire à la place de la fonction carbonyle du noyau tropinone ont été 
synthétisés. De plus, des fonctions bioisostères du groupement carbonyle ont été introduites.  
 
III. Optimisation du composé hit 198 
 
III.1. Modifications autour du groupement 4-chlorophénéthyle 
 
III.1.1. Stratégie et analogues envisagés  
 
 Les premières modifications apportées sur la structure du hit 198, ont été réalisées en 
changeant la nature du groupement 4-chlorophénéthyle. Différents substituants ont d’abord été 
introduits sur le noyau aromatique à la place de l’atome de chlore ou alors en supplément, tout en 
conservant la chaine aliphatique éthylénique. La nature des substituants introduits a permis d’évaluer 
l’influence de leur caractère lipophile, électronique et stérique
213
. 
 Les différents groupements envisagés selon cette stratégie sont présentés en Figure 136 : 
N
O
Cl
Cl
Cl
F
F
F
Cl
Cl
Cl
Cl
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N
MeO
F
198
 
Figure 136 : Analogues du composé 198 envisagés par modification du substituant 4-chlorophényle 
 
III.1.1.1. Synthèses des composés 198 à 208 
 
 Comme cela a été décrit dans la littérature
214
, la voie de synthèse des composés 198 à 208 
s’effectue en deux étapes. Cette voie de synthèse est présentée en Figure 137. 
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(0.9 eq)
K2CO3 (1.9 eq)
EtOH/H2O (1/1)
4 h - reflux
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Rdt = 17% - 76%
200
Rdt = 54%
201
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203
Rdt = 32%
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Rdt = 45%
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Rdt = 59%
206
Rdt = 17%
207
Rdt = 51%
208
Rdt = 59%
198
Rdt = 76%
 
Figure 137 : Schéma réactionnel utilisé pour la synthèse des composés 198 à 208 et rendements associés
214
 
 La première étape a consisté à méthyler l’atome d’azote de la tropinone par l’action du iodure 
de méthyle dans l’acétone afin d’aboutir à l’iodure de 8,8-dimethyl-3-oxo-8-azonia-
bicyclo[3.2.1]octane (IDABO) 199 avec un rendement de 92%. Les composés 198 et 200 à 207 ont 
ensuite été obtenus selon une double addition de Michael de la phénéthylamine d’intérêt sur le 
composé 199 en utilisant le carbonate de potassium comme base et un mélange eau/éthanol (1/1) 
comme solvant. A l’issue de 4 h de chauffage à reflux, les rendements obtenus pour les composés 198 
et 200 à 207 ont été compris entre 17% à 76%. 
 Le mécanisme réactionnel proposé pour cette seconde étape est présenté en Figure 138. 
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Figure 138 : Mécanisme réactionnel proposé pour la formation des composés 198 et 200 à 208 à partir du composé 199 
 Les deux premières étapes de la réaction, consistent en une double élimination d’Hofmann : 
lors de la première étape un proton en alpha de la fonction cétone du composé 199 est arraché sous 
l’action de la base minérale afin de conduire au composé α,β-insaturé A. Un second proton peut alors 
être lui-même arraché en alpha de la fonction carbonylé afin de favoriser l’élimination d’une molécule 
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de diméthylamine, conduisant ainsi à la formation de la cycloheptadiènone B. Cet intermédiaire B va 
subir l’addition nucléophile 1,4 de l’amine pour donner, après prototropie, le composé C. Un équilibre 
céto-énolique permet d’aboutir au composé D qui réagit de façon intramoléculaire avec l’amine pour 
conduire au composé cyclisé E. Un dernier équilibre céto-énolique permet d’obtenir la tropinone 
alkylée avec la chaîne désirée.  
 Les composés 198 et 200 à 208 ont ensuite été évalués avec le test d’affinité TSA et la 
capacité des meilleurs d’entre eux à inhiber l’interaction EthR2/ADN a été mesurée. 
 
III.1.1.2. Résultats et discussion 
 
 Les différentes activités biologiques obtenues pour les composés 198 et 200 à 208 sont 
présentées dans le Tableau 39. 
N
O
 
Composé Substituant 
ΔTm 
(°C) 
pIC50
* 
Composé Substituant ΔTm (°C) pIC50
* 
198, 
référence 
Cl
 
0.6 6.0 
204 
O
2
N
 
-0.2 ND 
205 
 
0.6 5.8 
200 
 
0.1 5.0 206 
Cl  
0.1 ND 
201 
Cl
Cl  
1.0 6.0 207 
F
 
0.4 5.6 
202 
F
F
F
 
1.8 6.7 208 
MeO
 
0.3 ND 
203 
Cl
Cl  
0.2 ND     
Tableau 39 : Résultats biologiques obtenus pour les analogues 198 et 200 à 208 - 
*
pIC50 = -log(IC50), ND : non déterminé 
 A la suite de ces premiers résultats, la corrélation entre l’affinité des composés pour la cible et 
leur capacité à empêcher la fixation d’EthR2 à son opérateur ADN a été évaluée (Figure 139).  
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Figure 139 : Corrélation entre l'affinité des composés pour la protéine EthR2 (ΔTm en °C) et la capacité des composés à 
empêcher la fixation d'EthR2 à son opérateur ADN (pIC50) 
 Le graphique, présenté dans la Figure 139, montre une très bonne corrélation entre ces deux 
paramètres, avec un coefficient de régression linéaire R
2
 égal à 0.92. Ceci démontre bien que l’activité 
mesurée par TSA est bien représentative d’une activité fonctionnelle des composés, ceux-ci jouant 
bien le rôle d’inhibiteurs de l’interaction d’EthR2 avec son promoteur.  
 Les résultats présentés dans le Tableau 39 indiquent que les valeurs d’affinité (TSA) et 
d’inhibition (pIC50) pour le hit 198 resynthétisé (ΔTm = 0.6 °C ; pIC50 = 6.0) sont identiques aux 
valeurs obtenues lors de la campagne de criblage (ΔTm = 0.5 °C ; pIC50 = 6.0). Le remplacement du 
groupement 4-chlorophényle par un groupement phényle non substitué a conduit à un composé 200 
beaucoup moins affin et actif (ΔTm = 0.1 °C ; pIC50 = 5.0). A l’opposé, le composé 201 avec un 
groupement 3,4-dichlorophényle a montré une affinité et une activité (ΔTm = 1.0 °C ; pIC50 = 6.0) du 
même ordre de grandeur  que le composé de référence 198. L’introduction d’un groupement 4-
trifluorométhylphényle a conduit au composé 202. Celui-ci présente une meilleure affinité pour EthR2 
ainsi qu’une meilleure activité inhibitrice que le composé 198 (ΔTm = 1.8 °C ; pIC50 = 6.7). Ce résultat 
suggère que l’encombrement stérique et/ou l’hydrophobie en position 4 du cycle phényle sont des 
critères importants pour l’activité. Le composé 204, présentant un groupement 4-nitrophényle, s’est 
révélé quant à lui non affin pour la protéine (ΔTm < 0 °C) ce qui laisse supposer que l’appauvrissement 
en électrons du cycle aromatique n’est pas le seul paramètre nécessaire à l’affinité des composés. Par 
ailleurs, le remplacement du groupement 4-chlorophényle par un groupement 2,4-dichlorophényle a 
conduit au composé 203 pour lequel une diminution d’affinité a été observée (ΔTm = 0.2 °C). Ce 
résultat suggère que la position 2 du cycle phényle peut être sensible à l’encombrement stérique. 
 Le composé le plus actif (202) possède un groupement trifluorométhyle à la place de l’atome 
de chlore du composé de référence 198. Le mode de liaison de ce composé, obtenu par modélisation 
moléculaire, a été comparé à celui du composé 198 obtenu par « soaking » avec la protéine EthR2 
(Figure 140A). La superposition montre que le composé 202 semblerait établir les mêmes interactions 
avec les résidus Asp168 et Glu70 que le composé de référence 198. Une rotation de 90° permet de voir 
que le groupement trifluorométhyle en position 4 du cycle phényle (composé 202) permet d’occuper 
plus efficacement le haut de la poche et d’établir des interactions hydrophobes avec les résidus 
hydrophobes Ile93, Ala96, Val97, Leu141, Leu163, Ile164 et Leu167 (Figure 140B). De plus, cette 
rotation montre qu’en position 2 du cycle phényle il n’y a pas beaucoup d’espace, ce qui pourrait 
expliquer la perte d’activité observée avec l’introduction d’un chlore en cette position (composé 203). 
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Figure 140 : Superposition dans la poche de liaison d’EthR2 du composé de référence 198 (couleur magenta) obtenu par 
« soaking » et du composé 202 (couleur jaune) obtenu par modélisation moléculaire 
 Le groupement 4-chlorophényle a ensuite été remplacé par le groupement 4-méthylphényle 
(205) pour lequel une affinité et une activité similaires au composé de référence 198 sont observées 
(205, ΔTm = 0.6 °C ; pIC50 = 5.8). Les analogues 3-chlorophényle (206) et 4-fluorophényle (207) ont 
été synthétisés et ont conduit respectivement à une perte d’affinité (206, ΔTm = 0.1 °C) et à une 
diminution d’affinité et d’activité (207, ΔTm = 0.4 °C ; pIC50 = 5.6). Pour finir, l’introduction d’un 
groupement 4-méthoxyphényle a conduit à un composé moins affin (208, ΔTm = 0.3 °C). Ces résultats 
permettent de confirmer l’importance de l’ajout d’un substituant hydrophobe en position 4 du cycle 
phényle tout en limitant l’encombrement stérique dans le haut de la poche d’EthR2 (Figure 140B).  
 Les modifications autour du groupement 4-chlorophényle ont permis d’aboutir au composé 
202 possédant un groupement trifluorométhyle et présentant une meilleure affinité pour EthR2 et une 
meilleure activité inhibitrice (ΔTm = 1.8 °C ; pIC50 = 6.7). D’après la modélisation moléculaire, le 
groupement 4-trifluorométhylphényle du composé 202 semble occuper plus efficacement le haut de la 
poche hydrophobe en interagissant avec les résidus hydrophobes Ala96, Val97, Ile93, Leu141 et 
Leu163. En s’appuyant sur la structure cristallographique présentée en Figure 134 et Figure 135, 
d’autres analogues ont été envisagés. 
 
III.1.2. Stratégie et analogues envisagés à partir des données cristallographiques 
 
 Dans un deuxième temps, nous avons cherché à augmenter l’affinité de nos ligands en 
essayant d’interagir avec la Ser134 et la Thr138 de la poche de liaison d’EthR2. Pour cela, nous avons 
incorporé dans les structures de nos composés, des atomes ou groupements d’atomes capables 
d’interagir avec les chaines latérales de la Ser134 et de la Thr138 via la formation d’une liaison 
hydrogène. Ainsi la synthèse du composé 216 possédant un groupement 4-chloro-3-aminophénéthyle a 
été envisagée. Son mode de liaison, présenté en Figure 141, a été évalué par modélisation moléculaire. 
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Figure 141 : Superposition dans la poche de liaison d’EthR2 du composé de référence 198 (couleur magenta) obtenu par 
«soaking » et du composé 216 (couleur jaune) obtenu par modélisation moléculaire. Prédiction des interactions du 
composé 216 dans la poche d’EthR2 
 Comme le montre la Figure 141, des interactions de type liaison hydrogène peuvent être 
prédites entre la fonction amine du composé 216 ainsi que les résidus polaires Ser134 et Thr138 
d’EthR2.  
 D’autres composés possédant un groupement 3-éthyl-pyridine (210) ou 3-éthyl-indole (212) 
ont été synthétisés pour essayer d’interagir avec la Thr138. Des groupements 2-éthyl-pyridine (209) et 
4-éthyl-pyridine (211) ont également été incorporés pour compléter les relations structure-activité. 
Par ailleurs nous avons également envisagé de faire varier la longueur de la chaîne carbonée (composé 
213) afin de chercher à occuper de façon optimale le haut de la poche. Les différents analogues 
synthétisés sont présentés en Figure 142. 
N
O
Cl
N
N
H
Cl
NH
2
N
N
198
209
210
211
212
213
216  
Figure 142 : Analogues du composé 198 envisagés afin d’interagir avec la Thr138 ou améliorer les interactions 
hydrophobes 
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III.1.2.1. Synthèses des composés 209 à 216 
 
 Les composés 209 à 213 ont été synthétisés selon la même stratégie
214
 que celle utilisée pour 
la synthèse des composés 198 et 200 à 208 décrite en Figure 137. Les rendements obtenus pour la 
synthèse de ces composés 209 à 213 sont compris entre 50% à 66%. 
 La formation du composé 216 a nécessité au préalable la synthèse de la 5-(2-aminoéthyl)-2-
chloro-aniline 215 en deux étapes à partir de la 4-chloro-phénétylamine, commercialement disponible. 
La voie de synthèse est présentée en Figure 143. 
NH
2
Cl
NH
2
Cl
O
2
N
NH
2
Cl
NH
2
KNO3 (1 eq)
H2SO4
24 h - (-5 °C)
214
Rdt = 66%
Fe (7 eq)
HCl 37% (0.2 eq)
MeOH/H2O (3/1)
12 h - reflux
215
Rdt = 90%  
Figure 143 : Schéma réactionnel appliqué pour la synthèse de la 5-(2-aminoéthyl)-2-chloro-aniline 215
215
 
 La première étape a consisté à effectuer la nitration de la position 3 du cycle phényle de la 4-
chlorophénéthylamine. Cette réaction a été réalisée dans l’acide sulfurique en présence de nitrate de 
potassium selon les conditions réactionnelles décrites dans la littérature
215
. Une plaque froide a par 
ailleurs été utilisée pour s’assurer que la température n’excède pas les -5 °C. Au bout de 24 h 
d’agitation, le produit désiré 214 a été isolé avec un rendement de 66%. Ce groupement nitro a ensuite 
été réduit en présence de fer et en catalyse acide dans un mélange MeOH/H2O (3/1). Après 12 h 
d’agitation à reflux, le produit 215 a été obtenu et isolé avec un rendement de 90%. Ce produit 215 a 
ensuite été engagé dans la voie de synthèse décrite en Figure 137 afin d’aboutir au composé 216 qui a 
été isolé avec un rendement de 40%.  
 Les activités biologiques de ces 6 composés (209-213, 216) ont ensuite été déterminées. 
 
III.1.2.2. Résultats et discussion 
 
 Les différentes activités biologiques obtenues pour les composés 209 à 213 et 216 sont 
présentées dans le Tableau 40. 
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N
O
 
Composé Substituant 
ΔTm 
(°C) 
pIC50
* 
Composé Substituant 
ΔTm 
(°C) 
pIC50
* 
198, 
référence 
Cl
 
0.6 6.0 212 
N
H
 
-0.1 ND 
209 
N  
0.0 ND 213 
 
-0.1 ND 
210 
N  
0.0 ND 216 
Cl
NH
2  
0.2 ND 
211 
N
 
0.0 5.0     
Tableau 40 : Résultats biologiques obtenus pour les analogues 198, 209 à 213 et 216 - *pIC50 = -log(IC50) 
 Le remplacement du groupement 4-chlorophénéthyle par un groupement 2-éthyl-pyridine 
(209), 3-éthyl-pyridine (210), 4-éthyl-pyridine- (211), 3-éthyl-indole (212) et phénylpropyle (213) a 
conduit à une perte d’affinité pour la protéine. La valeur de pIC50 obtenue pour le composé 211 
(pIC50 = 5.0) est inférieure d’un log par rapport au composé de référence. Enfin, l’introduction du 
groupement 4-chloro-2-aminophénéthyle (216) a abouti à une diminution d’affinité (ΔTm = 0.2 °C). 
Toutes les modifications envisagées au niveau du groupement 4-chlorophénéthyle n’ont pas permis 
d’accroitre l’affinité pour la protéine EthR2 et donc la capacité à inhiber l’interaction EthR2/ADN.  
 D’autres structures ont été envisagées afin de compléter ces relations structure-activité.  
 
III.1.3. Analogues envisagés pour compléter les relations structure-activité 
 
 Afin de confirmer l’importance de l’encombrement stérique et de l’hydrophobie en position 4 
du noyau phényle, des atomes de brome et d’iode ont été introduits. L’influence de la position du 
groupement trifluorométhyle sur le cycle phényle a également été évaluée. Le remplacement du 
groupement 4-chlorophényle par un cycle morpholine ou une fonction amine protégée par un 
groupement Boc a été effectuée afin d’examiner l’importance de l’aromaticité pour l’activité du 
composé. Une réduction d’un chainon méthylénique ainsi qu’une rigidification de la chaine carbonée 
ont permis de compléter ces relations structure-activité. Ces différents analogues envisagés sont 
présentés en Figure 144. 
N
O
ClCl
F
F
F
NH
Boc
N
O
F
F
F
Br
I
198
217
218
219
221
220
222
223
224
 
Figure 144 : Analogues du composé 198 envisagés pour compléter les relations structure-activité en modifiant le 
groupement 4-chlorophénéthyle 
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III.1.3.1. Synthèses des analogues 217 à 224 
 
 La synthèse des composés 217 à 223 a été effectuée en utilisant la voie réactionnelle présentée 
en Figure 137
214
. Les composés 217 à 223 ont été isolés avec des rendements allant de 25% à 64%. Le 
composé 224 a été synthétisé à partir du composé 223 par une réaction de Finkelstein. Les conditions 
réactionnelles utilisées sont décrites en Figure 145. 
N
O
Br
N
O
I
CuI (0.5 eq)
NaI (2.5 eq)
N,N'-Dimethylethylenediamine (1 eq)
Dioxane
20 h - reflux 
224
Rdt = 60%
223
 
Figure 145 : Voie réactionnelle appliquée pour la synthèse du composé 224 à partir du composé 223 par la réaction de 
Finkelstein
216
 
 Comme cela a été décrit dans la littérature
216
, le composé 223 a été mis en réaction dans un 
tube scellé en présence d’iodure de cuivre, d’iodure de sodium et la N,N’-diméthyléthylènediamine 
dans le dioxane anhydre. A l’issue de 20h de chauffage à reflux, le produit désiré 224 a pu être isolé 
avec un rendement de 60%. L’affinité pour l’ensemble de ces composés 217 à 224 a été évaluée et 
pour une partie d’entre eux nous avons mesuré leur capacité d’inhibition de l’interaction EthR2/ADN. 
 
III.1.3.2. Résultats et discussion 
 
 Les activités biologiques obtenues pour les composés 217 à 224 sont présentées dans le 
Tableau 41. Par ailleurs, afin de faciliter la compréhension, les activités biologiques obtenues pour les 
composés 202, avec le groupement trifluorométhyle en position 4 du cycle phényle, et 207, avec 
l’atome de fluor en position 4 du cycle phényle, sont également reportées. 
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N
O
 
Composé Substituant 
TSA 
ΔTm 
(°C) 
pIC50
* 
Composé Substituant 
TSA 
ΔTm 
(°C) 
pIC50
* 
198, 
référence 
Cl
 
0.6 6.0 220 N
O
 
0.0 5.0 
202 
F
F
F
 
1.8 6.7 221 F
F
F
 
-0.1 ND 
207 
F
 
0.4 5.6 222 
F F
F
 
0.3 ND 
217 
Cl  
0.0 ND 223 
Br
 
1.0 6.1 
218 
 
0.0 ND 224 
I
 
1.5 ND 
219 NH
Boc
 
-0.1 ND     
Tableau 41 : Résultats biologiques obtenus pour les analogues 198, 202, 207 et 217 à 224 - *pIC50 = -log(IC50) 
 Ces résultats montrent que la chaine aliphatique carbonée à deux sommets semble importante 
pour l’activité puisque lorsqu’elle est réduite d’un chainon méthylénique (217) ou lorsqu’elle est 
rigidifiée (218), une perte d’affinité en TSA est observée (ΔTm = 0 °C). Par ailleurs, le caractère 
aromatique semble être important, puisque le remplacement du groupement 4-chlorophényle par une 
fonction amine primaire protégée par un Boc (219) ou par une morpholine (220) a conduit à une perte 
d’affinité pour la protéine (ΔTm ≤ 0 °C) et d’activité (pIC50 = 5.0). De plus, la position du substituant 
sur le cycle phényle est importante puisque lorsque le groupement trifluorométhyle se trouve en 
position méta sur le cycle phényle, nous observons une perte d’activité (221, ΔTm < 0 °C) tandis 
qu’une nette diminution d’affinité est observée avec ce même groupement en position ortho (222, 
ΔTm = 0.3 °C). 
En série halogénée, nous observons une augmentation graduelle de l’activité en passant du dérivé 
fluoré (207, ΔTm = 0.4 °C ; pIC50 = 5.6), au dérivé chloré (198, ΔTm = 0.6 °C ; pIC50 = 6.0), puis au 
dérivé bromé (223, ΔTm = 1.0 °C ; pIC50 = 6.1) et enfin à l’analogue iodé (224, ΔTm = 1.5 °C) pour 
lequel l’IC50 n’a pas encore été mesurée. Ces résultats confirment bien le fait qu’un groupement 
volumineux et hydrophobe doit être présent dans cette position 4 du cycle phényle afin d’occuper le 
haut de la poche de la protéine EthR2. 
 
III.1.4. Conclusion concernant les modifications autour du groupement 4-chlorophénéthyle 
 
 Les résultats précédemment présentés suggèrent qu’une chaine aliphatique carbonée à deux 
sommets est nécessaire pour l’activité des composés. De plus, l’aromaticité est également un facteur 
important pour l’activité des composés puisque le remplacement du groupement 4-chlorophényle par 
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une amine primaire protégée par un Boc (219) ou par une morpholine (220) a abouti à une perte 
d’affinité pour la protéine EthR2. L’exploration de la nature et de la position du substituant à introduire 
sur le cycle phényle a été basée sur la structure cristallographique. Ces différentes stratégies ont 
permis de dégager certains points importants pour l’affinité et l’activité du composé. Les positions 2 et 
3 du cycle phényle sont sensibles à l’encombrement stérique. Concernant la position 4 du cycle 
phényle, un groupement/atome volumineux et hydrophobe est nécessaire pour l’activité. En effet, les 
résultats précédents ont montré qu’un substituant trifluorométhyle (202) ou qu’un atome d’iode (224) 
permettaient d’augmenter l’affinité à EthR2 ainsi que l’activité inhibitrice. De tels groupements/atomes 
volumineux permettent non seulement d’occuper plus efficacement le haut de la poche d’EthR2 mais 
aussi d’établir des interactions avec les résidus hydrophobes Ile93, Ala96, Val97, Leu141, Leu163, 
Ile164 et Leu167. 
 
Figure 146 : Bilan obtenu après avoir modifié le groupement 4-chlorophényle 
 Après s’être intéressés aux modifications autour du groupement 4-chlorophénéthyle, nous 
nous sommes intéressés à l’importance du noyau tropinone. 
 
III.2. Modifications du noyau tropinone 
 
III.2.1. Analogues envisagés 
 
 L’importance du noyau tropinone a été évaluée en le remplaçant par un noyau pipéridone 
(composé 227) et par un noyau pseudopelletiérine (composé 228). De plus, il a été envisagé de 
synthétiser l’isomère du noyau tropinone, pour lequel le pont carboné est en α du groupement 
carbonylée (cycle 3-azabicyclo[3.2.1]octan-8-one, composé 233). De la même manière, la synthèse du 
cycle 3-azabicyclo[3.3.1]nonan-9-one, composé 234, a été envisagée. Tous ces analogues ont été 
substitués par un groupement 4-chlorophénéthyle afin de mieux comparer leurs activités. Pour 
compléter les relations structure-activité, les analogues 3,4-dichlorophénéthyle (229), 4-
méthylphénéthyle (230) et 4-bromophénétyle (231) en série pseudopelletiérine ont également été 
synthétisés. Les structures des analogues envisagés sont présentées en Figure 147. 
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Figure 147 : Analogues du composé 198 envisagés en modifiant le noyau tropinone 
 Les modes de liaison des composés 228 et 233 portant respectivement le noyau 
pseudopelletiérine  et le noyau 3-azabicyclo[3.2.1]octan-8-one ont été déterminés par modélisation 
moléculaire et comparés au mode de liaison du composé de référence 198 obtenu par « soaking ». Les 
différentes structures sont présentées en Figure 148. 
 
Figure 148 : A. Superposition du composé de référence 198 (couleur magenta) obtenu par « soaking » avec EthR2 et du 
composé 228 (couleur jaune) obtenu par modélisation moléculaire 
B. Superposition du composé de référence 198 (couleur magenta) obtenu par « soaking » avec EthR2 et du composé 233 
(couleur jaune) obtenu par modélisation moléculaire 
 Les modélisations moléculaires des composés 228 et 233 montrent que les interactions 
polaires avec les résidus Asp168 et Glu70 peuvent être conservées. L’atome de carbone 
supplémentaire pour le noyau pseudopelletiérine (228) peut occuper plus efficacement le bas de la 
poche d’EthR2 et établir des interactions hydrophobes avec les résidus Leu114 et Phe126 fermant le 
bas de la poche (structure jaune Figure 148A). Concernant le composé 233, le pont aliphatique 
carboné pourrait établir des interactions hydrophobes avec le résidu Met74 dans une autre région 
d’EthR2 (structure jaune Figure 148B). 
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III.2.2. Synthèses des analogues 227 à 234 
 
 Les composés 227 à 231 ont été synthétisés selon la même stratégie (Figure 137) que celle 
utilisée pour la formation des composés 198 à 223 mais en utilisant soit la N-méthyl-4-pipéridone soit 
la pseudopelletiérine comme réactif de départ. La voie de synthèse des composés 227 à 231 est 
présentée en Figure 149. 
N
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N
+
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I
I
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2
Cl
N
O
Cl
N
O
R
Cl Cl
Cl
Br
CH3I (1.1
eq) 
Acétone
1 h - TA
(0.9 eq)
K2CO3 (1.9 eq)
EtOH/H2O (1/1)
4 h - reflux
225
Rdt = 80%
226
Rdt = 54%
(0.9 eq)
227
Rdt = 57%
228
Rdt = 69%
230
Rdt = 67%
231
Rdt = 2%
229
Rdt = 12%  
Figure 149 : Schéma réactionnel utilisé pour la synthèse des composés 227 à 231 et rendements associés
214
 
 Les ammoniums quaternaires 225 et 226, sont obtenus par méthylation de la N-méthyl-4-
pipéridone et de la pseudopelletiérine, avec des rendements de 80% et 54% respectivement. La 
réaction des différentes phényléthylamines substituées avec ces deux composés a permis d’aboutir aux 
produits 227 à 231 avec des rendements variant de 2% à 69%. La présence du pont aliphatique 
carboné n’a pas influencé le rendement de la réaction puisque les composés 227 et 228 ont été obtenus 
avec des rendements équivalents (57% et 69% respectivement). Les faibles rendements obtenus pour 
les composés 229 et 231 sont dus à des difficultés survenues lors de la purification par 
chromatographie sur silice. 
 Les composés 233 et 234 ont été synthétisés en deux temps à partir de la cétone cyclique 
désirée (cyclopentanone ou cyclohexanone respectivement) et du N,N-bis(méthoxyméthyl)-2-(4-
chlorophényl)-éthylamine 232. La voie de synthèse est présentée en Figure 150. 
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Cl
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OMe
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N
OCl
CH2O (3.25 eq)
K2CO3 anhydre (1 eq)
MeOH anhydre
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(  )n
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Figure 150 : Stratégie envisagée pour la synthèse des composés 233 et 234 à partir de l’intermédiaire 232
217, 218
 
 Comme cela a été décrit dans la littérature
217
, la première étape consiste à obtenir le composé 
232 à partir de la 4-chlorophénéthylamine commercialement disponible qui est mise en réaction avec 
le paraformaldéhyde en présence de carbonate de potassium anhydre, dans le méthanol anhydre. Après 
48 h d’agitation à température ambiante le composé 232 est isolé avec un rendement de 90%. Ce 
composé 232, réagit ensuite avec la cétone cyclique pour conduire aux composés 233 et 234. Cette 
étape s’effectue dans l’acétonitrile anhydre à température ambiante et nécessite l’utilisation d’un agent 
activateur. Comme décrit dans la littérature, deux agents activateurs ont été essayés, le chlorure de 
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triméthylsilyle ((CH3)3SiCl)
217
 et le trichlorure de méthylsilyle (CH3SiCl3)
218
. Ils permettent d’obtenir 
l’éther d’énol silylé en présence de la cétone cyclique (le mécanisme de cette étape sera détaillé Figure 
151). Les résultats obtenus en fonction de l’agent activateur utilisé sont présentés dans le Tableau 42. 
Les rendements indiqués dans ce Tableau 42 correspondent au produit isolé après purification.  
N
Cl
OMe
OMe
O
N
OCl
Agent activateur (1 eq)
MeCN anhydre
Temps - TA
232
n = 0, 1
n = 0 233
n = 1 234
(0.5 eq)
(  )n
(  )n
 
Cétone 
cyclique 
Agent 
activateur 
Temps Résultats 
O
 
(CH3)3SiCl
217
 
137 h 
Produit désiré non observé 
Dégradation 
O
 
20 h 
Produit désiré non observé 
Produits secondaires supposés : 
Cl
NH
2
Cl
N
H
O
 
O
 
CH3SiCl3
218
 
8 h Rdt : 40% 
O
 
3 h Rdt : 25% 
Tableau 42 : Résultats obtenus pour la synthèse des composés 233 et 234 en fonction de l'agent activateur utilisé 
 Ces résultats montrent que l’utilisation du chlorure de triméthylsilyle (CH3)3SiCl n’a pas 
permis d’isoler les produits désirés 233 et 234 après respectivement 137 h et 20 h d’agitation à 
température ambiante. Dans le cas de la cyclopentanone, de la dégradation a été observée par analyse 
LC/MS. Dans le cas de la cyclohexanone, deux produits majoritaires ont été observés en LC/MS. Le 
premier produit correspond à la 4-chlorophénéthylamine issue de la dégradation du composé 232. Le 
second produit correspondrait au produit monoalkylé. En revanche, l’utilisation du trichlorure de 
méthylsilyle CH3SiCl3 a conduit aux composés 233 et 234 qui ont été isolés avec des rendements de 
40% et 25% respectivement. Ces différences peuvent s’expliquer par la différence de réactivité du 
triméthylsilyle (CH3)3SiCl, moins réactif que le trichlorure de méthylsilyle CH3SiCl3, ce qui 
expliquerait que le produit 232 ait eu le temps de se dégrader. Le mécanisme proposé pour la 
formation des composés 233 et 234 est présenté en Figure 151. 
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Figure 151 : Mécanisme réactionnel proposé pour la synthèse des composés 233 et 234 
 La première étape de ce mécanisme réactionnel consiste à obtenir l’éther d’énol silylé A par 
action du trichlorure de méthylsilyle sur la cétone cyclique. Le produit B est obtenu par une première 
addition de l’éther d’énol silylé A sur le composé 232. L’addition du trichlorure de méthylsilyle sur 
l’intermédiaire B conduit à un nouvel éther d’énol silylé C. Une seconde addition intramoléculaire de 
l’éther d’énol silylé de C sur le carbone électrophile en α de l’amine tertiaire et du groupement 
méthoxy permet d’aboutir aux composés 233 et 234 avec n égal à 0 ou 1 respectivement. 
 L’affinité de ces composés 227 à 231, 233 et 234 pour EthR2 a ensuite été évaluée. La capacité 
de certains de ces composés à empêcher la fixation d’EthR2 à son opérateur ADN a été mesurée. 
 
III.2.3. Résultats et discussion 
 
 Les activités biologiques obtenues pour les composés 227, 228, 233 et 234 sont présentées 
dans le Tableau 43. 
Cl
 
Composé Substituant ΔTm (°C) pIC50
* 
Composé Substituant ΔTm (°C) pIC50
* 
198, 
référence N
O
 
0.6 6.0 233 N
O
 
0.1 ND 
227 
N
O
 
0.3 ND 234 N
O
 
-0.1 ND 
228 
N
O
 
0.6 5.8     
Tableau 43 : Résultats biologiques obtenus pour les analogues 198, 227, 228, 233 et 234 - *pIC50 = -log(IC50) 
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 Le remplacement du noyau tropinone par un noyau pipéridone (227) a abouti à une diminution 
de l’affinité pour EthR2 (ΔTm = 0.3 °C). En revanche, l’affinité et l’activité inhibitrice sont conservées 
lorsque le noyau pseudopelletiérine (228) est introduit. Ces résultats suggèrent que l’introduction d’un 
pont à deux ou trois chainons méthyléniques reliant les deux carbones en β de la fonction carbonyle 
est nécessaire pour l’affinité et pour l’activité du composé. De plus, la position de ce pont est 
importante, puisqu’une perte d’affinité est observée lorsqu’il est introduit en α de la fonction 
carbonyle quelle que soit sa taille (233, ΔTm = 0.1 °C et 234, ΔTm < 0 °C).  
Les résultats obtenus avec les composés 229 à 231 sont présentés dans le Tableau 44 où figurent 
également leurs analogues 201, 205 et 223 possédant le noyau tropinone. 
N
O
 N
O
 
Composé Substituant ΔTm (°C) pIC50
* 
Composé Substituant ΔTm (°C) pIC50
* 
198 
Cl
 
0.6 6.0 228 
Cl
 
0.6 5.8 
201 
Cl
Cl  
0.1 6.0 229 
Cl
Cl  
0.9 5.9 
205 
 
0.6 5.8 230 
 
0.6 5.7 
223 
Br
 
1.0 6.1 231 
Br
 
0.6 5.7 
Tableau 44 : Résultats biologiques obtenus pour les analogues 198, 201, 205, 223 et 228 à 231 - *pIC50 = -log(IC50) 
 Ces résultats montrent que pour tous les groupements phényles envisagés, l’introduction du 
noyau pseudopelletiérine  à la place du noyau nortropinone ne permet pas d’améliorer l’affinité et 
l’activité du composé (228 vs 198 – 229 vs 201 – 230 vs 205 – 231 vs 223). Il a donc été décidé de 
conserver le noyau tropinone pour la suite des modifications envisagées. 
 Les composés 198, 200, 201, 205, 206, 207, 209, 210, 211, 218, 219, 220, 223 et 227 à 231 
ont ensuite été testés sur Mycobacterium tuberculosis afin d’évaluer leur capacité à potentialiser 
l’activité de l’éthionamide. Aucune activité n’a été observée pour tous ces composés (EC50 > 30 µM). 
 Même si les modifications envisagées, notamment autour du groupement 4-chlorophénéthyle, 
ont permis d’obtenir des composés présentant une meilleure affinité pour EthR2 ainsi qu’une meilleure 
activité inhibitrice, aucun composé n’a été capable de potentialiser l’activité de l’éthionamide sur 
bactéries (EC50 > 30 µM pour tous les composés). Cette absence d’activité sur bactéries suggère que 
les composés ne parviennent pas à traverser la paroi de la bactérie et à inhiber le répresseur 
transcriptionnel EthR2. Deux hypothèses ont donc été formulées pour expliquer cette absence de 
perméabilité bactérienne : (i) la présence d’un centre électrophile réactif dû à la fonction carbonyle et 
(ii) la présence d’un atome d’azote protonable à pH physiologique. Afin de vérifier ces hypothèses, 
nous avons cherché à remplacer la fonction carbonyle par des groupements bioisostères de cette 
fonction et également à remplacer la fonction amine par une fonction amide. Des atomes de fluor à 
proximité de l’atome d’azote ont également été introduits pour diminuer le caractère basique de la 
molécule et ainsi augmenter la perméabilité bactérienne. 
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III.3. Modifications autour de la fonction carbonyle 
 
III.3.1. Analogues envisagés 
 
 Différents groupements bioisostères de la fonction carbonyle, inspirés de la littérature
219
, ont 
été envisagés tels qu’un groupement difluorométhyle (235), un groupement gem-difluorooléfine (236), 
un groupement acétal cyclique (237) ou non cyclique (238). De plus, la fonction carbonyle a 
également été réduite en alcool (239) ou transformée en amine secondaire (240) afin de compléter les 
relations structure-activité autour de cette région du composé 198 (Figure 152). 
N
O
Cl
F
F
F
F
O
O
O
O
H
OH
OH
H
H
N
H
198
235 236 237 238 239 239' 240
 
Figure 152 : Analogues du composé 198 envisagés en modifiant la fonction carbonyle 
 
III.3.2. Synthèses des analogues 235 à 240 
 
 Afin de synthétiser le composé 235 à partir du composé 198, il a été envisagé d’utiliser deux 
agents de fluoration différents décrits dans la littérature, le trifluorure de bis(2-
méthoxyéthyl)aminosulfure (Deoxofluor)
220
 et le trifluorure de diéthylaminosulfure (DAST)
221, 222
. Ces 
deux agents permettent de fournir des atomes de fluor nucléophiles capables d’attaquer le centre 
électrophile de la fonction carbonyle. Les différentes conditions essayées ainsi que les résultats sont 
présentés dans le Tableau 45. 
N
O
Cl
N
Cl
F
F
198
Agent de fluoration (X eq)
DCM anhydre
Temps - Température 235
 
Condition 
Agent de 
fluoration  
Température 
(°C) 
Temps (h) Résultats 
1
220
 
O
N
O
S
F F
F
Deoxofluor  
1 eq 
0 
 
TA 
30 min 
 
24 
Aucune conversion mais dégradation 
2
221, 222
 
N
S
F F
F
DAST  
3 eq 
-20 12 
Pas de conversion ni de dégradation 
TA 4 
Pas de conversion mais dégradation 
Reflux 4 
Dégradation totale 
Tableau 45 : Conditions essayées pour la synthèse du composé 235 à partir du composé 198 
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 Le traitement du composé 198 avec le Deoxofluor dans le DCM anhydre pendant 30 min à 0 C 
puis 24 h à température ambiante n’a pas permis d’aboutir au composé désiré 235 (condition 1). En 
présence de DAST, aucune conversion n’est observée après 12 h d’agitation à -20 °C (condition 2). En 
revanche, 4 h d’agitation à température ambiante ont suffi pour que le mélange réactionnel se dégrade 
(condition 2). Cette dégradation s’est avérée être totale lorsqu’un reflux pendant 4 h a été appliqué 
(condition 2).  
Les conditions réactionnelles 2, pour lesquelles le DAST est utilisé, ont été appliquées à la 
tropinone protégé par un groupement Boc. Après 12 h d’agitation à -20 °C, aucune conversion en 
produit désiré n’a été observée. Il a donc été envisagé d’effectuer cette réaction avec l’analogue en 
série pipéridone 227 afin de voir si la présence du pont pouvait nuire à l’attaque de l’ion fluorure. En 
présence de DAST, et au bout de 3 h d’agitation à -20 °C le composé désiré 241 a été observé et isolé 
avec un rendement de 41% (Figure 153). Ceci confirme bien l’hypothèse que la gêne stérique liée à la 
présence du pont éthylénique peut être la cause de la non réactivité du composé 198. 
N
O
Cl
N
Cl
F
F
227
DAST (3 eq)
DCM anhydre
3 h - (-20 °C) 241
Rdt = 41%  
Figure 153 : Conditions appliquées pour la synthèse du composé 241 à partir du composé 227
221, 222
 
 Comme nous l’avons présenté dans le Tableau 43, le composé 227 présente un ΔTm de 0.3 °C. 
Ceci nous permettra donc de mesurer l’impact du remplacement du carbonyle par deux atomes de 
fluor (composé 241). 
 
 Comme cela a été décrit dans la littérature par Zhao et al.
223
, la synthèse du composé 236 a été 
réalisée à partir de la 2-(difluoromethylsulfonyl)pyridine commercialement disponible. Cet agent de 
gem-difluorooléfination a été mis à réagir avec le composé 198 dans le DMF anhydre en présence de 
la base tert-butalonate de potassium. A l’issue de 96 h d’agitation à -25 °C, une solution d’acide 
chlorhydrique à 3 M a été ajoutée et le composé 236 a été isolé avec un rendement de 30% (Figure 
154)
223
. 
N
O
Cl
N
Cl F
F
N
S
O
O
F
F
H
(i) tBuOK (2.2 eq)
(ii) HCl (3 M - 5 eq)
+
198
DMF anhydre
96 h - (-25 °C)
236
Rdt = 30%  
Figure 154 : Conditions appliquées pour la synthèse du composé 236 à partir du composé 198
223
 
 Le mécanisme réactionnel, proposé par Zhao et al.
223
 et présenté en Figure 155, est apparenté à 
celui de l’oléfination de Julia-Kocienski. 
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+
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Figure 155 : Mécanisme réactionnel proposé pour la gem-difluorooléfination d'une fonction carbonyle
223
 
 La première étape consiste à former le carbanion A par arrachement du proton de la 2-
(difluoromethylsulfonyl)pyridine sous l’action du tert-butanolate de potassium. Le carbanion A 
s’additionne ensuite sur le dérivé carbonylé pour aboutir à l’intermédiaire B qui par addition 
intramoléculaire conduit au composé C possédant un carbone spiranique. Ce composé C se réarrange 
pour former l’intermédiaire D où le noyau pyridine va pouvoir être protoné sous l’action de la solution 
d’acide chlorhydrique pour aboutir à l’intermédiaire E. Par réarrangement intramoléculaire et 
élimination du dioxyde de soufre, le produit désiré F est obtenu ainsi que le sous-produit 2-(1H)-
pyridone qui par équilibre céto-énolique conduit à la 2-hydroxypyridine.  
 
 La protection de la fonction carbonyle de 198 en acétal cyclique a été effectuée sous 
irradiation micro-ondes en présence d’éthanediol et de chlorure de triméthylsilyle, utilisé en tant 
qu’acide de Lewis, dans l’acétonitrile anhydre
224
. Après 25 min de chauffage sous micro-ondes à 
80 °C, le composé 237 a été obtenu avec un rendement de 83% (Figure 156). 
N
O
Cl
O
O
N
Cl
ethanediol (2.2 eq)
Me3SiCl (4.4 eq)
MeCN anhydre
µW
25 min - 80 °C
198 237
Rdt = 83%  
Figure 156 : Conditions réactionnelles appliquées pour la synthèse du composé 237 à partir du composé 198 sous 
irradiation microonde
224
 
 
 La protection de la fonction carbonyle du composé 198 en acétal non cyclique (238) a été 
essayée en présence d’acide para-toluènesulfonique (APTS), utilisé en tant que catalyseur acide, et de 
triméthylorthoformate, utilisé comme desséchant, dans le méthanol anhydre
225
. A l’issue de 24 h 
d’agitation à reflux, seulement 2% de conversion ont été observés (Tableau 46, condition 1). Il a été 
décidé d’appliquer les conditions réactionnelles utilisées pour la synthèse du composé 237. Les 
résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 46. Les pourcentages de conversion indiqués ont été 
déterminés par LC/MS. 
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N
O
Cl
O
O
N
Cl
MeOH anhydre
Type de chauffage
Temps - Température
198
238
Réactifs (X eq)
 
Condition Réactifs (X eq) 
Type de 
chauffage 
Temps – 
Température 
Résultats 
1
225
 
APTS (cat.) 
HC(OCH3)3 (5 eq) 
Thermique 24 h – reflux Conversion : 2% 
2
224
 Me3SiCl (4.4 eq) µW 
25 min – 80 °C 
25 min – 80 °C 
Conversion : 43% 
Conversion : 33% 
3 
APTS (2 eq) 
HC(OCH3)3 (5 eq) 
µW 25 min – 80 °C 
Conversion : totale 
Rdt : 60% 
Tableau 46 : Conditions réactionnelles appliquées pour la synthèse du composé 238 à partir du composé 198
224, 225
 
 En utilisant le chlorure de triméthylsilyle dans le méthanol anhydre, une conversion de 43% en 
produit 238 a pu être observée après un chauffage sous micro-ondes de 25 min à 80 °C (condition 2). 
L’application d’une irradiation micro-ondes supplémentaire dans les mêmes conditions a conduit à une 
diminution de conversion (33%). Cela pourrait s’expliquer par le fait que l’eau libérée favorise 
l’hydrolyse de l’acétal puisqu’il n’y a pas de déshydratant dans le milieu réactionnel. Il a donc été 
décidé d’utiliser un excès d’APTS en présence de triméthylorthoformate comme déshydratant et 
d’appliquer un chauffage par irradiation micro-ondes de 25 min à 80 °C. Une conversion totale a ainsi 
été obtenue et le composé 238 a été isolé avec un rendement de 60% (condition 3). 
 Enfin, la réduction de la fonction carbonyle du composé 198 en une fonction alcool (239) a été 
effectuée dans l’éthanol en présence de borohydrure de sodium utilisé comme agent réducteur (Figure 
157). Après 2 h d’agitation à température ambiante, les deux isomères présentant le groupement 
hydroxyle en position axiale ou en position équatoriale, ont été observés en LC/MS. Ces isomères ont 
été séparés par HPLC préparative et leur attribution a été effectuée grâce à une analyse RMN. 
N
O
Cl
OH
N
Cl
OH
N
Cl
EtOH
2 h - TA198
239
Ratio = 25%
Rdt = 20%
NaBH4 (1 eq)
239'
Ratio = 75%
Rdt = 50%  
Figure 157 : Conditions de réduction appliquées pour la synthèse des composés 239 et 239’ à partir du composé 198 
 L’amination réductrice de la fonction carbonyle du composé 198 a été effectuée à partir de la 
méthylamine en présence de cyanoborohydrure de sodium, utilisé en tant que réducteur, dans le 
méthanol. Après 72 h d’agitation à température ambiante, le composé 240 a été isolé avec un 
rendement de 83% (Figure 158)
226
. 
N
O
Cl N
HN
Cl
MeOH
72 h - TA
198
NaBH3CN (0.7 eq)
240
Rdt = 83%  
Figure 158 : Conditions d’amination réductrice appliquées pour la synthèse du composé 240 à partir du composé 198
226
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 L’affinité des composés 236 à 241 pour la protéine EthR2 et leur aptitude à potentialiser 
l’activité de l’éthionamide sur bactéries ont ensuite été évaluées. 
 
III.3.3. Résultats et discussion 
 
 Les différents résultats biologiques obtenus pour les composés 236 à 241 sont présentés dans 
le Tableau 47. L’EC50 correspond à la puissance du composé à booster 10 fois l’activité de 
l’éthionamide. Cette EC50 est obtenue sur la souche de Mycobacterium tuberculosis H37Rv.  
N
Cl
 
N
Cl
 
Composé Substituant ΔTm (°C) 
EC50 
(µM) 
Composé Substituant ΔTm (°C) 
EC50 
(µM)
 
198, 
référence 
O
 
0.6 > 30 227 
O
 
0.3 > 30 
236 F
F
 
0.6 > 30 241 
F
F
 
0.3 > 30 
237 
O
O
 
0.1 > 30     
238 
O
O
 
0.2 > 30     
239 
OH
H
 
0.0 > 30     
239’ 
H
OH
 
0.0 > 30     
240 
H
N
H  
0.1 > 30     
Tableau 47 : Résultats biologiques obtenus pour les analogues 198, 227 et 236 à 241 
 Les résultats du Tableau 47 montrent que le remplacement de la fonction carbonyle par un 
groupement gem-difluorooléfine a permis de conserver l’affinité pour EthR2 (236, ΔTm = 0.6 °C) 
tandis que l’introduction d’un groupement acétal cyclique (237) ou non cyclique (238), d’un 
groupement hydroxyle (239 et 239’) ou d’une amine secondaire (240) a entrainé une diminution de 
l’affinité. Le remplacement de la fonction carbonyle par un groupement difluoro-méthyle (241), sur 
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l’analogue pipéridine, permet de conserver l’affinité (244, ΔTm = 0.3 °C vs 227, ΔTm = 0.3 °C). 
Néanmoins, comme le montrent les résultats du Tableau 47, aucun de ces composés n’a été capable de 
potentialiser l’activité de l’éthioamide sur bactéries (EC50 > 30µM). Nous avons donc cherché à 
diminuer la basicité de la molécule de référence 198 en introduisant des atomes de fluor à proximité de 
l’atome d’azote. 
 
III.4. Remplacement de la fonction amine par une fonction amide et introduction 
d’atomes de fluor pour diminuer la basicité des composés 
 
III.4.1. Introduction d’une fonction amide : synthèse, résultat et discussion 
 
 La première possibilité envisagée pour diminuer la basicité du composé 198 a été de 
synthétiser son analogue 243 possédant une fonction amide (Figure 159). 
N
O
Cl
N
O
Cl O
198 243  
Figure 159 : Analogue 243 du composé 198 envisagé présentant une fonction amide 
 La synthèse du composé 243 a été effectuée à partir de l’intermédiaire activé 1-(benzotriazol-
1-yl)-2-(4-chlorophényl)ethanone 242
227
. Cet intermédiaire 242 a été obtenu par réaction de couplage 
entre l’acide 2-(4-chlorophényl) acétique et le 1H-benzotriazole, en présence de chlorure de thionyle, 
dans le DCM. Après 24h d’agitation à température ambiante le produit 242 a été isolé avec un 
rendement de 74% (Figure 160). 
N
O
Cl OCl
O
OH
Cl O
N
N N
NH
N N
N
H
O
243
Rdt = 81%
(3 eq)
SOCl2 (1 eq)
DCM
24 h - TA 
242
Rdt = 74 %
HCl
(1.1 eq)
DMAP (1.1 eq)
CH3Cl
µW
15 min - 100 °C  
Figure 160 : Voie de synthèse effectuée pour isoler le composé 243 à partir de l'intermédiaire 242 
 L’intermédiaire 242 a ensuite été engagé avec la nortropinone en présence de DMAP, utilisée 
comme base, dans le chloroforme. Ce mélange réactionnel a été soumis à un chauffage micro-ondes 
pendant 15 min à 100 °C pour obtenir le composé 243 qui a été isolé avec un rendement de 81%. 
L’affinité de ce composé 243 pour EthR2 a été évaluée par TSA mais aucune affinité n’a été détectée 
(ΔTm = -0.1 °C). Ce résultat montre que la fonction amine est primordiale pour l’affinité du composé 
avec la protéine comme l’indique la structure cristallographique (Figure 134) où l’atome d’azote de 
cette fonction établit une liaison ionique avec le résidu Asp168. Il a donc été envisagé d’introduire des 
atomes de fluor afin de diminuer la basicité de la molécule tout en conservant cette liaison ionique. 
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III.4.2. Analogues envisagés 
 
 Il a été montré qu’il était possible de diminuer le pKa d’amines linéaires en substituant la 
position en β de l’atome d’azote par un ou plusieurs atome(s) de fluor (Tableau 48)
228
. 
Amine Linéaire 
(β-substitution) 
pKa 
Amine Linéaire 
(β-substitution) 
pKa 
CH3CH2NH3
+
 10.7 CH3CH2N(CH3)2H
+
 10.2 
FCH2CH2NH3
+
 9.0 F3CCH2N(CH3)2H
+
 4.8 
F2CHCH2NH3
+
 7.3   
F3CCH2NH3
+
 5.7   
Tableau 48 : Effet de la substitution d'un ou plusieurs atome(s) de fluor sur le pKa de la fonction amine 
 Cette diminution est d’autant plus importante que le nombre d’atomes de fluor ajouté est 
grand. Ainsi, deux analogues présentant des atomes de fluor en position β de l’atome d’azote ont été 
envisagés. Les structures de ces composés sont présentées en Figure 161. 
 
N
O
Cl
Cl FF
F
Cl
F
F
198
244
249  
Figure 161 : Analogues du composé 198 envisagés présentant des atomes de fluor en position β de l’atome d’azote 
 
III.4.2. Synthèses des analogues 244 et 249 
 
 La synthèse du composé 244 a d’abord été envisagée en utilisant la même stratégie
214
 que celle 
appliquée pour la formation des composés 198 à 223. Cette stratégie a consisté à faire réagir la 3-(4-
chlorophenyl)-1,1,1-trifluoropropyl-2-amine commercialement disponible sur IDABO 199 en milieu 
basique dans un mélange eau/éthanol (1/1) (Figure 162). 
N
+
O
I
N
O
Cl
FF
F
NH
2
Cl
FF
F
199
IDABO
(1.6 eq)
K2CO3 (2.1 eq)
EtOH/H2O (1/1)
18 h - reflux
+ X
244
 
Figure 162 : Conditions réactionnelles appliquées pour la synthèse du composé 244 à partir de la 3-(4-chlorophenyl)-
1,1,1-trifluoropropyl-2-amine et d'IDABO 199
214
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 Après 18 h de chauffage à reflux, le mélange réactionnel obtenu était très complexe et le 
composé 244 n’a pas été observé. Cette absence de réaction peut s’expliquer par la plus faible 
nucléophilie de l’atome d’azote de la 3-(4-chlorophenyl)-1,1,1-trifluoropropyl-2-amine due à la 
présence du groupement trifluorométhyle. De plus, la gêne stérique occasionnée par le pont 
aliphatique carboné du noyau nortropinone peut être une autre raison de la non formation du composé 
244. Il a donc été envisagé d’appliquer ces mêmes conditions réactionnelles à partir de l’iodure de 4,4-
diméthyl-pipéridone 225 (Figure 163). 
N
+
O
I
N
O
Cl
FF
F
NH
2
Cl
FF
F
225
(1.6 eq)
K2CO3 (2.1 eq)
EtOH/H2O (1/1)
18 h - reflux
+ X
245  
Figure 163 : Conditions réactionnelles appliquées pour la synthèse du composé 245 à partir de la 3-(4-chlorophenyl)-
1,1,1-trifluoropropyl-2-amine et de l’iodure de 4,4-diméthyl-pipéridone 225
214
 
 Comme dans le cas précédent (Figure 162) le mélange réactionnel obtenu après 18 h de 
chauffage à reflux était très complexe sans pour autant observer le composé 245. Ce résultat suggère 
que la gêne stérique n’est pas le paramètre bloquant pour la synthèse des composés 244 et 245. Il a 
donc été décidé de synthétiser le composé 244 à partir d’une amination réductrice entre le 3-(4-
chlorophenyl)-1,1,1-trifluoro-propan-2-one et la nortropinone (Figure 164). 
N
H
O
N
O
Cl
FF
FCl
FF
F
O
+
244
Amination réductrice
 
Figure 164 : Stratégie d'amination réductrice envisagée pour la synthèse du composé 244 à partir du 3-(4-chlorophenyl)-
1,1,1-trifluoro-2-propanone et de la nortropinone 
 Cependant, le 3-(4-chlorophenyl)-1,1,1-trifluoro-propan-2-one, commercialement disponible, 
coûte cher (Enamine, 250mg – 105 euros). Avant de commander ce produit, il a été décidé de 
synthétiser le composé 246, analogue du composé 244 avec un groupement méthyle à la place du 
groupement trifluorométhyle, afin de s’assurer que l’introduction d’un tel groupement en α de l’atome 
d’azote ne conduit pas à une perte d’affinité pour la protéine. En effet, la structure cristallographique 
montre que la poche de liaison à proximité de l’atome d’azote est étroite et peut difficilement accepter 
des substituants volumineux. 
Les conditions réactionnelles utilisées pour la synthèse du composé 246 à partir de la 1-(4-
chlorophenyl)propan-2-one, commercialement disponible, sont présentées en Figure 165
229
. 
N
H
O
N
O
Cl
Cl
O
ClH
+
246
Rdt = 68%
TEA (1 eq)
NaHB(OAc)3 (1.4 eq)
AcOH (1 eq)
Tamis moléculaire
DCE
4 h - TA
 
Figure 165 : Conditions réactionnelles d’amination réductrice appliquées pour la synthèse du composé 246 à partir de la 
1-(4-chlorophenyl)propan-2-one et de la nortropinone
229
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 Les conditions d’amination réductrice appliquées ont consisté à utiliser la triéthylamine (NEt3) 
comme base, le triacétoxyborohydrure de sodium (NaHB(OAc)3) comme agent réducteur et l’acide 
acétique (AcOH) pour augmenter le caractère électrophile de la fonction carbonyle. Cette réaction a 
été effectuée dans le dichloroéthane (DCE) en présence de tamis moléculaire pour capter l’eau formée. 
Après 4 h d’agitation à température ambiante, le composé 246 a été isolé avec un rendement de 68%. 
L’affinité de ce composé 246 pour la protéine EthR2 a été évaluée par TSA et une diminution 
significative de l’affinité a été observée comparée à celle obtenue avec le composé de référence 198 
sans le groupement méthyle (246, ΔTm = 0.1 °C vs 198, ΔTm = 0.6 °C). Le composé 244 n’a donc 
finalement pas été synthétisé. 
 
 La synthèse du composé 249 a été envisagée en deux étapes : formation du composé 247 à 
partir d’IDABO 199 et du 2-amino-1-(4-chlorophenyl)-ethanone
214
 commercialement disponible puis 
fluoration
221, 222
 du composé 247 pour conduire au composé 249 (Figure 166).  
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Figure 166 : Stratégie réactionnelle envisagée pour la synthèse du composé 247 à partir du 2-amino-1-(4-chlorophenyl)-
ethanone et d’IDABO 199214 
 En appliquant les mêmes conditions réactionnelles
214
 que celles utilisées pour la synthèse des 
composés 198 à 223, le composé désiré 247 n’a pas été observé. En revanche, la formation de la 
dihydropyrimidine issue de la réaction entre deux molécules de 2-amino-1-(4-chlorophényl)-éthanone, 
a été observé en LC/MS. La synthèse du composé 247 a donc été tentée par réaction de substitution 
nucléophile entre la nortropinone et la 2-bromo-4'-chloroacétophénone (Figure 167). 
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Figure 167 : Schéma réactionnel utilisé pour la synthèse du composé 247 à partir de la 2-bromo-4'-chloroacetophenone 
et de la nortropinone 
 En présence de DIEA, utilisée comme base, et après 30 min de chauffage à reflux, le composé 
247 a été isolé avec un rendement de 50%. Il a ensuite été engagé dans la réaction de fluoration en 
présence de DAST
222
, dans le DCM anhydre. Après 2h d’agitation à -20 °C, le composé désiré 249 n’a 
pas été observé. Le milieu réactionnel ne s’étant pas dégradé, la réaction a été laissée à 0 °C pendant 
2 h. Après ces 2 h, aucune conversion ni dégradation n’ont été observées. En revanche, après 2 h à 
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température ambiante, le composé 249 n’a pas été observé mais de la dégradation a commencé à 
apparaitre. Cette dégradation a été beaucoup plus importante après 1h de chauffage à reflux. Il a donc 
été décidé d’inverser l’ordre des deux étapes : d’abord fluorer la fonction carbonyle du produit 2-
bromo-4'-chloroacétophénone pour aboutir au composé 248
230
 puis formation du composé 249 par 
substitution nucléophile de 248 par la nortropinone (Figure 168).  
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Figure 168 : Schéma réactionnel utilisé pour la synthèse du composé 248 à partir de la 2-bromo-4'-
chloroacetophenone
230
 
 Le produit 248 a été obtenu par réaction entre la 2-bromo-4'-chloroacetophenone et le DAST, 
dans le DCM anhydre
230
. Après 13 h d’agitation à température ambiante, le composé 248 a été isolé 
avec un rendement de 95%. Il a été engagé dans la réaction de substitution nucléophile avec la 
nortropinone en utilisant exactement les mêmes conditions que celles appliquées pour la synthèse du 
composé 247. Cependant, après 12 h de chauffage à reflux, le mélange réactionnel obtenu était très 
complexe et le composé 249 n’a pas été observé. D’autres conditions réactionnelles sont à l’étude pour 
parvenir à synthétiser le composé 249 (Figure 169). 
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Figure 169 : Stratégie envisagée pour la synthèse du composé 249 à partir du 2-(4-chlorophenyl)-2,2-difluoroethanol 
 L’une d’entre elles consisterait à oxyder le 2-(4-chlorophenyl)-2,2-difluoroethanol pour 
obtenir l’aldéhyde correspond qui pourrait être engagé dans une réaction d’amination réductrice avec 
la nortropinone pour conduire au composé 249 ( 
Figure 169). 
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Conclusion 
 
 Lors des travaux réalisés sur la recherche de potentialisateurs de l’activité de l’éthionamide, 
une nouvelle voie de bioactivation de cet antibiotique, indépendante de la monooxygénase EthA, a été 
découverte. Cette voie a été révélée par l’identification d’un inhibiteur d’un nouveau répresseur 
transcriptionnel appelé EthR2. Cette inhibition entraîne la production d’une oxydo-réductase nommée 
EthA2, qui participe à un nouveau processus de bioactivation de l’éthionamide. Dans ces conditions, la 
sensibilité des souches devenues résistantes à l’éthionamide par mutation dans le gène ethA est 
rétablie. L’objectif de ce travail a dont été d’identifier de nouveaux inhibiteurs d’EthR2 selon une 
approche par fragments. 
 Un criblage de 960 fragments a permis d’identifier une famille de composés capables de se lier 
à EthR2 et de l’empêcher de se fixer au promoteur d’ethA2. Le mode de liaison du hit de référence 198  
au domaine de régulation d’EthR2 a été déterminé par cristallographie. A partir de cette structure 
cristallographique, un design rationnel a été effectué dans le but d’augmenter l’affinité des composés 
pour EthR2 et d’accroitre leur aptitude à inhiber l’interaction EthR2/ADN. Ainsi, une quarantaine de 
composés ont été synthétisés et évalués dans deux tests biologiques différents. Le composé 198 a 
montré un ΔTm = 0.6 °C et une pIC50 = 6.0 dans ces deux tests. 
 Le remplacement du groupement 4-chlorophényle par un groupement 4-
trifluorométhylphényle (202) ou par un groupement 4-iodophényle (224) a permis d’améliorer 
l’affinité des composés pour EthR2 et a également permis d’augmenter leur capacité à inhiber 
l’interaction d’EthR2 avec l’ADN (202, ΔTm = 1.8 °C ; pIC50 = 6.7 et 224, ΔTm = 1.5 °C). De plus, une 
très bonne corrélation a été observée entre l’affinité pour EthR2 et l’inhibition de l’interaction 
EthR2/ADN validant ainsi le mode d’action de nos composés.  
 Cependant, aucun des composés synthétisés n’a été capable de potentialiser l’activité de 
l’éthionamide sur Mycobacterium tuberculosis. Ceci pourrait être dû au fait que les analogues 
présentent une très faible perméabilité bactérienne n’étant ainsi pas capables de cibler EthR2 dans la 
bactérie. Deux hypothèses expliquant cette faible perméabilité ont été formulées : la présence d’un 
centre électrophile dû à la fonction carbonyle et/ou le caractère basique de la molécule dû à l’atome 
d’azote protonable. Des groupements bioisostères de la fonction carbonyle ont donc été introduits. 
Toutes les modifications envisagées ont toutefois conduit à des composés incapables de potentialiser 
l’activité bactéricide de l’éthionamide. Afin de diminuer le pKa de la molécule, il a été décidé 
d’introduire des atomes de fluor à proximité de l’atome d’azote. A l’heure actuelle, aucun des 
composés envisagés avec des atomes de fluor en position β de l’atome d’azote n’a pu être synthétisé. 
Cette dernière hypothèse n’a donc pas encore été vérifiée. 
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 Le premier projet développé au cours de cette thèse a consisté en l’identification, via un 
criblage à haut débit, de molécules capables de moduler l’interaction protéique CD81/CLDN-1 
empêchant ainsi l’entrée du virus de l’hépatite C (VHC) dans les hépatocytes. A partir du criblage de 
14400 molécules drug-like, 4 composés capables d’inhiber l’infection virale (sur le modèle cellulaire 
VHCcc) ainsi que l’entrée virale (sur le modèle cellulaire VHCpp) de façon dose dépendante avec des 
IC50 de l’ordre du micromolaire ont été identifiés et sélectionnés. Ces 4 composés présentent un noyau 
thiéno[2,3-c]pyrazole substitué en position 1 par un méthyle, en position 3 par un phényle et en 
position 5 par une fonction amide elle-même reliée par l’atome d’azote, via une chaine propyle, à une 
amine protonable (Figure 170). 
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Figure 170 : Structure générale des 4 hits identifiés à l'issue du criblage des 14400 molécules 
 Différentes modifications structurales autour du composé de référence ont été effectuées. 70 
analogues ont été synthétisés et leur aptitude à inhiber l’infection et l’entrée virales ont été évaluées. 
Ces modifications ont permis d’aboutir au composé 132 qui est 6 fois plus actif que le composé de 
référence (IC50 = 0.3 µM sur VHCcc et IC50 = 0.8 µM sur VHCpp). Cette molécule 132 (Figure 171) 
pourra désormais être utilisée comme outil pharmacologique afin non seulement de mieux comprendre 
le mécanisme d’entrée du VHC dans les hépatocytes impliquant le complexe CD81/CLDN-1 mais 
aussi de valider ce complexe protéique comme cible prometteuse dans la lutte contre le VHC. 
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Figure 171 : Structure du composé 132 optimisé pouvant être utilisé comme outil pharmacologique 
 Cependant, le processus d’optimisation de telles molécules, présentant dès le départ des 
masses molaires élevées, n’a pas permis une amélioration efficace des composés rendant difficile 
l’accès à un candidat préclinique avec des propriétés physico-chimiques appropriées. C’est pour cette 
raison que pour la suite de nos recherches nous nous sommes orientés vers une approche utilisant des 
molécules plus simples, appelées fragments. 
 Afin d’enrichir la librairie de fragments de notre laboratoire avec des petites molécules 
possédant un carbone tétrasubstitué, le concept de fragments privilégiés a été introduit. Il consiste à 
utiliser une molécule rigide respectant la règle des 3, possédant un caractère tridimensionnel et 
pouvant être fonctionnalisée dans les trois directions de l’espace. 14 fragments originaux possédant un 
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noyau 1,4-benzodiazepine-2,5-dione et 30 ayant un noyau spirohydantoïne ont ainsi été synthétisés à 
partir de voies réactionnelles développées sous irradiation micro-ondes (Figure 172). 
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Figure 172 : Noyaux privilégiés 1,4-benzodiazepine-2,5-dione et spirohydantoïne 
 Les structures tridimensionnelles de ces 44 fragments synthétisés ont été analysées et cette 
étude a permis de montrer que ces composés adoptaient des conformations moins linéaires ou moin 
planes que la plupart des fragments présents dans les chimiothèques commercialement disponibles. 
Par ailleurs, la solubilité aqueuse des 30 fragments comportant le noyau spirohydantoïne a été mesurée 
et l’ensemble de ces fragments a montré une solubilité supérieure à 0.1 mM et le plus souvent proche 
du millimolaire. 
 Afin d’évaluer le potentiel de ces fragments privilégiés à occuper l’espace chimique, une 
librairie de spirohydantoïnes fonctionnalisées par des agents alkylants commercialement disponibles a 
été générée. Cette librairie virtuelle de 500 000 molécules a été criblée in silico sur la protéine MDM2 
et 51 hits identifiés comme capables d’interagir avec cette cible ont été identifiés et sélectionnés. La 
synthèse de ces 51 hits est actuellement en cours et la mesure de leur activité in vitro permettra de 
valider l’intérêt de cette stratégie associée au design de fragments privilégiés pour la découverte de 
petites molécules capables de moduler des interactions protéine-protéine. 
 La dernière partie de cette thèse a consisté à appliquer cette approche par fragments pour la 
découverte d’inhibiteurs du répresseur transcriptionnel EthR2 afin de potentialiser l’activité bactéricide 
de l’éthionamide sur les souches de Mycobacterium tuberculosis résistantes à cet antituberculeux. 
L’éthionamide est une prodrogue, utilisée dans le traitement de seconde intention contre la 
tuberculose, et qui a besoin d’être bioactivée dans la bactérie pour acquérir son activité bactéricide. 
Nous avons récemment mis en évidence, une nouvelle voie de bioactivation de l’éthionamide mettant 
en jeu une oxydoréductase mycobactérienne appelée EthA2. L’expression de cette dernière est sous 
contrôle du répresseur transcriptionnel EthR2 et nous avons pu montrer que l’utilisation d’inhibiteurs 
spécifiques de ce répresseur pouvait conduire à la re-sensibilisation des bactéries à l’éthionamide. 
Dans ce contexte, il a été décidé d’identifier de nouveaux inhibiteurs d’EthR2 au travers d’une 
approche par fragments. 
 Le criblage de la librairie de fragments de notre laboratoire sur la protéine EthR2 a permis 
d’identifier la molécule 198 capable non seulement de stabiliser EthR2 (ΔTm = 0.5 °C) mais aussi 
d’empêcher sa fixation à l’ADN (pIC50 = 6.0). Cette molécule 198 présente un noyau tropinone dont 
l’atome d’azote est substitué par un groupement 4-chlorophénétyle. De plus, son mode de liaison avec 
EthR2 a pu être déterminé par cristallographie. 
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Figure 173 : Mode de liaison du composé 198 avec EthR2 obtenu par cristallographie 
 Cette structure cristallographique révèle deux interactions majeures : une liaison ionique entre 
l’atome d’azote du composé 198 et le résidu Asp168 et une liaison hydrogène entre la fonction cétone 
du noyau tropinone de 198 et le résidu Glu70. De plus, le pont du noyau tropinone occupe le bas de la 
poche hydrophobe d’EthR2 délimitée par les résidus hydrophobes Ile113, Leu114 et Phe126. A partir 
de cette structure tridimensionnelle, un design rationnel d’une quarantaine d’analogues a été réalisé 
afin d’améliorer l’affinité du composé 198 pour EthR2 et d’augmenter sa capacité à inhiber 
l’interaction entre EthR2 et son opérateur ADN. Ce design rationnel a notamment porté sur des 
modifications autour du cycle phényle dans le but d’explorer la région hydrophobe délimitée par les 
résidus Ile93, Ala96, Val97, Leu141, Ile164 et Leu167 et également interagir avec les résidus polaires 
Ser134 et Thr138. 
 L’introduction de groupements polaires tels qu’un noyau pyridine (211) ou 2-chloroaniline à 
la place du groupement 4-chlorophényle n’a pas permis d’améliorer l’affinité des composés pour 
EthR2. En revanche, l’introduction d’atomes de brome (223), d’iode (224) ou d’un groupement 
trifluorométhyle (202) à la place de l’atome de chlore a abouti à une augmentation de l’affinité ainsi 
qu’une meilleure capacité à empêcher la fixation d’EthR2 à l’ADN (ΔTm = 1.0 °C ; pIC50 = 6.1, ΔTm = 
1.5 °C et ΔTm = 1.8 °C ; pIC50 = 6.7 respectivement). Cette optimisation a permis de mettre en 
évidence une corrélation entre l’affinité des composés pour la protéine et leur capacité à inhiber 
l’interaction de la protéine avec EthR2 (Figure 174). Cette corrélation permet de valider le mode 
d’action de nos composés.  
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Figure 174 : Corrélation entre l'affinité des composés pour la protéine EthR2 (ΔTm en °C) et la capacité des composés à 
empêcher la fixation d'EthR2 à son opérateur ADN (pIC50) 
 Le mode de liaison du composé 202 obtenu par modélisation moléculaire est présenté en 
Figure 175. Il révèle que les deux interactions clés avec les résidus Glu70 et Asp168 peuvent être 
conservées. Par ailleurs, le groupement trifluorométhyle permet d’occuper plus efficacement le haut de 
la poche hydrophobe et ainsi interagir avec les résidus hydrophobes Ile93, Ala96, Val97, Leu141 et 
Leu163 ce qui pourrait expliquer le gain d’affinité observé avec ce composé 202. 
 
Figure 175 : Superposition dans la poche de liaison d’EthR2 du composé de référence 198 (couleur magenta) obtenu par 
cristallographie et du composé 202 (couleur jaune) obtenu par modélisation moléculaire 
 
Néanmoins, aucun des composés synthétisés n’a été capable de potentialiser l’activité de 
l’éthionamide sur la bactérie. Nous avons donc fait l’hypothèse que cela pouvait être dû à la très faible 
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perméabilité de nos composés à cause de la présence d’un centre électrophile réactif et/ou du caractère 
basique de la molécule. Des groupements bioisostères de la fonction carbonyle ont donc été introduits 
mais aucun des analogues synthétisés n’a été capable de potentialiser in vitro l’activité de 
l’éthionamide. Afin de diminuer le pKa de la molécule de référence, il a été envisagé d’introduire des 
atomes de fluor à proximité de l’atome d’azote du noyau nortropinone. Plusieurs voies de synthèse ont 
été testées pour aboutir aux composés présentant deux ou trois atomes de fluor, mais aucune ne s’est 
encore révélée fructueuse. Des travaux sont actuellement en cours pour synthétiser ces produits afin de 
pouvoir les tester sur la bactérie et ainsi confirmer l’hypothèse qu’une diminution de la basicité des 
composés pourrait améliorer leur perméabilité bactérienne.  
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I. Chemistry 
 
 Solvents for synthesis, analysis and purification were purchased as analytical grade from 
commercial suppliers and used directly without further purification. Other chemical reagents were 
purchased from Acros, Aldrich, Fluka, Merck, Maybridge, Fluorochem, TCI or Alfa Aesar as reagent 
grade and used without further purification. 
 
Microwave-assisted synthesis 
 
 Microwave-assisted chemical reactions were conducted on a CEM Discover
TM 
synthesis 
system or a Biotage® Initiator+ microwave synthesizer. Progress of all reactions was routinely 
monitored by thin layer chromatography (TLC) and/or by High Performance Liquid Chromatography - 
Mass Spectrometry (HPLC-MS). TLC was performed using Merck commercial aluminum sheets 
coated with silica gel 60 F254. Visualization was achieved by fluorescence quenching under UV light at 
254 nm, and stained by one of the following reagents: solution of KMnO4, ninhydrin solution or 
molybdene. 
 
Analysis 
 
 HPLC-MS analysis was performed on two different HPLC-MS systems: 
 LC-MS Waters Alliance Micromass ZQ 2000 (Waters-1) system was equipped with a Waters 
2747 sample manager, a Waters 2695 separations module, a Waters 2996 photodiode array 
detector (200-800 nm) and a Waters Micromass ZQ2000 detector (scan 100-800).  
 
 LC-MS Waters 3100 Mass Detectors (Waters-2) system was equipped with a Waters 2767 
sample manager, a Waters 515 HPLC pump, a Waters Systems Fluidics Organizer, a Waters 
2545 Binary Gradient Module, a Waters 2487 Dual λ Absorbance (215 nm and 254 nm) 
detector and a Waters 3100 Mass detectors. 
 XBridge C18 column (3.5 µm particle size, dimensions 50 mm x 4.6 mm) was used for HPLC 
analysis. The injection volume was 20 µL. A mixture of water and acetonitrile was used as mobile 
phase in gradient-elution. The pH of the mobile phase was adjusted with HCOOH and NH4OH to form 
a buffer solution at pH 3.8 or pH 9.2. The analysis time was 5 minutes (at a flow rate at 2 mL/min), 10 
minutes (at a flow rate at 1 mL/min) or 30 minutes (at a flow rate at 1 mL/min). Purity (%) was 
determined by reversed phase HPLC, using UV detection (215 nm), and all isolated compounds 
showed purity greater than 95%. 
 HRMS analysis was performed on a LCT Premier XE Micromass, using a C18 X-Bridge 3.5 
μm particle size column, dimensions 50 mm * 4.6 mm. A gradient starting from 98% H2O 5 mM 
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Ammonium Formate pH=3.8 and reaching 100% CH3CN 5 mM Ammonium Formate pH=3.8 within 
3  min at a flow rate of 1 mL/min was used. 
 NMR spectra were recorded on a Bruker DRX-300 spectrometer. The results were calibrated 
to signals from the solvent as an internal reference [e.g. 5.32 (residual CD2Cl2) and 53.84 (CD2Cl2) 
ppm, 2.50 (residual DMSO-d6) and 39.52 (DMSO-d6) ppm for ¹H and ¹³C NMR spectra, 
respectively]. Chemical shifts (δ) are in parts per million (ppm) downfield from tetramethylsilane 
(TMS). The assignments were made using one-dimensional (1D) 
1
H and 
13
C spectra and two-
dimensional (2D) HSQC-DEPT, COSY and HMBC spectra. NMR coupling constants (J) are reported 
in Hertz (Hz), and splitting patterns are indicated as follows: 
s Singlet dd Doublet of doublet 
brs Broad singlet ddd Double of doublet of doublet 
d Doublet dt Doublet of triplet 
t Triplet qd Quartet of doublet 
q Quartet qt Quartet of triplet 
quin Quintet m multiplet 
sex Sextet δ Chemical shift 
sep Septet J Coupling constant 
 
Purification 
 
 Purifications were conducted by several methods: recrystallization, flash chromatography or 
preparative HPLC. Flash chromatography purifications were performed on prepacked columns: 
Reveleris
® 
flash cartridges (20–40 µm, Grace
®
) under pressure by an Interchim Puriflash® 430 
instrument.  Preparative HPLC were performed using one of these two systems. The first is a Varian 
ProStar system using an Omnisphere 10 µm C18 column (250 mm x 41.4 mm) Dynamax from Varian, 
Inc. Mobile  phase is a mixture of H2O (0.1 % of formic acid) and CH3CN (0.1% of formic acid) and a 
flow rate of 80 mL/min was used. Products were detected by UV absorption at 215 nm and/or 254 nm. 
The second is Waters-2 system using a XBridge
TM
 Prep C18 5µm OBD
TM
, dimensions 50 mm x 250 
mm column. Mobile phase is a gradient mixture of CH3CN and water in ammonium formate buffer at 
pH 9.2 or pH 3.8. Flow rate at 80 mL/min was used. Products were detected by UV absorption and/or 
by MS. 
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II. Chapter I: synthesis of compounds 1 to 137 
 
Synthesis of the final products 13 to 26 
Intermediates 5 to 12 
OH Ar
O
NH
2
Cl
N
H
Ar
O
ClHOBt (0.3 eq)
HBTU (1.3 eq)
DIEA (4 eq)
DMF 5 - 12
Yield > 90%
HCl
(1.2 eq)
overnight - RT  
General procedure for the synthesis of the intermediates 5 to 12 
3-Chloro-propylamine hydrochloride (1.2 eq) was added to a solution of the appropriate commercially 
available carboxylic acid (1 eq), HOBt (0.3 eq), HBTU (1.3 eq) and DIEA (4 eq) in DMF on 
molecular sieves (C = 0.5 M). The reaction mixture was stirred at RT overnight. DMF was then 
evaporated under reduced pressure and the residue was dissolved in EtOAc, washed with saturated 
NaHCO3 aq (3x), HClaq 1 N (3x) and brine (1x). The organic phase was then dried over MgSO4 and 
evaporated to give the chlorinated products (5 to 12) which were used without further purification in 
the next step. 
 
N-(3-chloropropyl)benzamide (5)  
N
H
O
Cl
 
Yellow oil 
139 mg – 100% 
tR = 2.70 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 198 
Purity (215 nm) 98% 
 
N-(3-chloropropyl)-3-phenyl-benzamide (6)  
N
H
O
Cl
 
Brown oil 
415 mg – 100% 
tR = 2.92 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 274 
Purity (215 nm) 97% 
 
N-(3-chloropropyl)-4-phenyl-benzamide (7)  
N
H
O
Cl
 
White solid 
192 mg – 100% 
tR = 3.13 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 274 
Purity (215 nm) 98% 
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N-(3-chloropropyl)naphthalene-2-carboxamide (8)  
N
H
O
Cl
 
Brown oil 
359 mg – 96% 
tR = 2.70 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 248 
Purity (215 nm) 96% 
 
N-(3-chloropropyl)naphthalene-1-carboxamide (9)  
N
H
O
Cl
 
Brown oil 
390 mg – 100% 
tR = 2.62 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 248 
Purity (215 nm) 96% 
 
N-(3-chloropropyl)thiophene-2-carboxamide (10)  
N
H
O
Cl
S  
Brown oil 
284 mg – 93% 
tR = 2.40 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 204 
Purity (215 nm) 97% 
 
N-(3-chloropropyl)isoquinoline-3-carboxamide (11)  
N
H
O
Cl
N
 
Brown oil 
341 mg – 92% 
tR = 2.77 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 249 
Purity (215 nm) 98% 
 
N-(3-chloropropyl)isoquinoline-6-carboxamide (12)  
N
H
O
Cl
N  
Brown oil 
360 mg – 96% 
tR = 2.07 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 249 
Purity (215 nm) 95% 
 
Final products 13 to 20 
N
H
Ar
O
Cl N
NH N
H
Ar
O
N
N
5 - 12
DIEA (3 eq)
MeCN
13 - 20
Yield= 17% - 87%
+
24 to 48 h - reflux  
General procedure for the synthesis of the final compounds 13 to 20 
1-Benzylpiperazine (1.1 eq) was added to a solution of the appropriate chlorinated compound (5 to 12, 
1 eq) in MeCN (C = 0.5 M). The reaction mixture was refluxed for 24 to 48 hours. At the end, the 
solution was cooled down to RT and MeCN was evaporated under reduced pressure. The residue was 
dissolved in EtOAc, washed with saturated NaHCO3aq (3x) and brine (1x). The organic phase was 
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dried over MgSO4 and concentrated under vacuum. The residue was purified either by preparative 
HPLC (Waters-2, MeCN/(H2O-HCO2
-
NH4
+
 pH 9.2), 10/90 to 100/0, 30 min) or by precipitation in 
MeCN to give the desired product (13 to 20). 
 
N-[3-(4-benzylpiperazin-1-yl)propyl]benzamide (13)  
N
H
O
N
N
 
Purified by preparative HPLC 
Beige solid 
50 mg – 18% 
tR = 3.45 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 338 
Purity (215 nm) 97% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.35 (brs, NH), 7.90-7.87 (m, 2H), 7.58-7.52 (m, 1H), 7.49-7.44 (m, 2H), 
7.39-7.28 (m, 5H), 3.57-3.51 (m, 4H), 2.68 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.76-2.41 (m, 8H), 1.85 (quint, J = 6.3 
Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 167.0, 137.9, 134.9, 131.1, 129.1, 128.3, 128.2, 127.1, 127.1, 62.7, 57.4, 
53.0, 52.2, 40.0, 24.1 
 
N-[3-(4-benzylpiperazin-1-yl)propyl]-3-phenyl-
benzamide (14) 
 
N
H
O
N
N
 
Purified by preparative HPLC 
Brown oil 
187 mg – 56% 
tR = 3.93 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 414 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.33 (brs, NH), 8.14 (t, J = 1.7 Hz, 1H), 7.88 (dt, J = 7.8 Hz, J = 1.4 Hz, 
1H), 7.79-7.70 (m, 3H), 7.56-7.48 (m, 3H), 7.44-7.38 (m, 1H), 7.36-7.25 (m, 5H), 3.57 (dd, J = 6.6 
Hz, J = 5.1 Hz, 2H), 3.37 (s, 2H), 2.82-2.72 (m, 6H), 2.54 (br s, 4H), 2.0-1.9 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 167.1, 141.3, 140.4, 137.5, 135.4, 129.8, 129.1, 128.9, 128.8, 128.2, 
127.7, 127.2, 126.1, 125.8, 62.1, 56.4, 52.5, 51.4, 39.2, 23.9 
 
N-[3-(4-benzylpiperazin-1-yl)propyl]-4-phenyl-
benzamide (15) 
 
N
H
O
N
N
 
Purified by precipitation in MeCN 
White solid 
43 mg – 20% 
tR = 4.50 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 274 
Purity (215 nm) 95% 
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1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.45 (brs, NH), 7.94-7.92 (m, 2H), 7.72-7.64 (m, 4H), 7.56-7.51 (m, 2H), 
7.47-7.41 (m, 1H), 7.33-7.22 (m, 5H), 3.6-3.56 (m, 2H), 3.53 (s, 2H), 2.60 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 2.72-
2.36 (m, 8H), 1.81 (quint, J = 5.8 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 166.5, 143.7, 140.1, 138.3, 133.9, 129.1, 128.9, 128.1, 127.9, 127.6, 
127.2, 127.0, 126.9, 63.0, 58.6, 53.5, 53.1, 41.1, 24.1 
 
N-[3-(4-benzylpiperazin-1-yl)propyl]naphthalene-2-
carboxamide (16) 
 
N
H
O
N
N
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
88 mg – 28% 
tR = 3.68 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 388 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.43 (s, 1H), 8.36 (brs, NH), 8.05-7.91 (m, 4H), 7.65-7.57 (m, 2H), 7.37-
7.26 (m, 5H), 3.63-3.57 (m, 2H), 3.54 (s, 2H), 2.84-2.74 (m, 6H), 2.62 (brs, 4H), 2.0-1.91 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 167.2, 137.5, 134.7, 132.7, 132.1, 129.2, 128.9, 128.3, 128.1, 127.7, 
127.4, 127.3, 127.2, 126.6, 124.1, 62.3, 56.5, 52.5, 51.5, 39.3, 24.0 
 
N-[3-(4-benzylpiperazin-1-yl)propyl]naphthalene-1-
carboxamide (17) 
 
N
H
O
N
N
 
Purified by precipitation in MeCN 
White solid 
67 mg – 22% 
tR = 3.57 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 388 
Purity (215 nm) 97% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.40-8.36 (m, 1H), 8.24 (brs, NH), 8.0-7.94 (m, 2H), 7.67-7.63 (m, 1H), 
7.59-7.49 (m, 3H), 7.33-7.2 (m, 5H), 3.63 (q, J = 5.6 Hz, 2H), 3.24 (s, 2H), 2.59 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 
2.55-2.38 (m, 4H), 2.25-2.1 (m, 4H), 1.88-1.77 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 168.9, 138.3, 135.3, 133.8, 130.2, 130.1, 129.0, 128.2, 128.1, 126.9, 
126.7, 126.2, 125.7, 125.0, 124.8, 62.7, 57.8, 53.0, 52.8, 40.5, 24.5 
 
N-[3-(4-benzylpiperazin-1-yl)propyl]thiophene-2-
carboxamide (18) 
 
N
H
O
N
SN
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
208 mg – 87% 
tR = 3.02 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 344 
Purity (215 nm) 99% 
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1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.06 (brs, NH), 7.73 (dd, J = 3.8 Hz, J = 1.1 Hz, 1H), 7.50 (dd, J = 5.0 
Hz, J = 1.1 Hz, 1H), 7.36-7.3 (m, 5H), 7.11 (dd, J = 5.0 Hz, J = 3.8 Hz, 1H), 3.65-3.48 (m, 4H), 2.88-
2.83 (m, 6H), 2.69 (brs, 4H), 1.96 (quint, J = 6.1 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.1, 139.7, 137.1, 129.7, 129.2, 128.3, 128.0, 127.6, 127.4, 62.1, 55.4, 
52.2, 50.6, 38.1, 23.9 
 
N-[3-(4-benzylpiperazin-1-yl)propyl]isoquinoline-3-
carboxamide (19) 
 
N
H
O
N
NN
 
Purified by precipitation in MeCN 
White solid 
92 mg – 35% 
tR = 3.55 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 389 
Purity (215 nm) 97% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.81 (brs, NH), 8.39-8.35 (m, 1H), 8.29-8.22 (m, 2H), 7.97-7.94 (m, 1H), 
7.87-7.81 (m, 1H), 7.71-7.67 (m, 1H), 7.33-7.22 (m, 5H), 3.61 (q, J = 6.3 Hz, 2H), 3.52 (s, 2H), 2.63-
2.46 (m, 10H), 1.84 (quint, J = 6.3 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 164.2, 150.5, 146.6, 138.8, 137.3, 129.9, 129.7, 129.2, 129.0, 128.1, 
127.8, 127.7, 126.9, 118.8, 62.9, 57.2, 53.4, 53.2, 38.9, 26.2 
 
N-[3-(4-benzylpiperazin-1-yl)propyl]quinoline-6-
carboxamide (20) 
 
N
H
O
N
N
N
 
Purified by precipitation in MeCN 
White solid 
46 mg – 17% 
tR = 2.87 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 389 
Purity (215 nm) 96% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 9.01 (dd, J = 4.2 Hz, J = 1.7 Hz, 1H), 8.70 (brs, NH), 8.38-8.33 (m, 2H), 
8.2-8.13 (m, 2H), 7.54 (dd, J = 4.2 Hz, J = 4.0 Hz, 1H), 7.35-7.23 (m, 5H), 3.61 (m, 2H), 3.45 (s, 2H), 
2.64-2.49 (m, 10H), 1.86-1.79 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 166.3, 151.8, 149.4, 138.4, 136.7, 133.1, 129.7, 129.0, 128.1, 127.8, 
127.5, 127.4, 127.0, 121.8, 63.0, 58.7, 53.5, 53.2, 41.3, 24.0 
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Final products 21 to 26 
N
H
Ar
O
Cl
NH N
H
Ar
O
N
5 - 12
DIEA (3 eq)
MeCN
21 - 26
Yield= 39% - 80%
+
24 to 48 h - reflux
 
General procedure for the synthesis of the final products 21 to 26 
3,5-Dimethylpiperidine (1.1 eq) was added to a solution of the chlorinated compound (5 to 12, 1 eq) in 
MeCN (C = 0.5 M). The reaction mixture was refluxed for 24 to 48 hours. At the end, the solution was 
cooled down to RT and MeCN was evaporated under reduced pressure. The residue was dissolved in 
EtOAc, washed with saturated NaHCO3aq (3x) and brine (1x). The organic phase was dried over 
MgSO4 and concentrated to dryness. The residue was purified either by preparative HPLC (Waters-2, 
MeCN/(H2O-HCO2
-
NH4
+
 pH 9.2), 10/90 to 100/0, 30 min) or by precipitation in MeCN to give the 
final product (21 to 26). 
 
N-[3-(3,5-dimethyl-1-piperidyl)propyl]-3-phenyl-
benzamide (21) 
 
N
H
O
N
 
Purified by preparative HPLC 
Brown oil 
165 mg – 57% 
tR = 3.82 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 351 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.57 (brs, NH), 8.22-8.14 (m, 1H), 7.95-7.84 (m, 1H), 7.77-7.69 (m, 3H), 
7.56-7.37 (m, 4H), 3.6-3.54 (m, 2H), 3.21 (d, J = 10.5 Hz, 2H), 2.89 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.09-1.71 (m, 
7H), 0.96-0.87 (m, 6H), 0.71-0.58 (m, 1H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 163.8, 137.8, 137.0, 131.8, 126.3, 125.4, 124.2, 123.8, 122.8, 122.6, 
122.5, 56.0, 52.2, 37.2, 35.0, 25.9, 20.2, 15.4 
 
N-[3-(3,5-dimethyl-1-piperidyl)propyl]naphthalene-2-
carboxamide (22) 
 
N
H
O
N
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
103 mg – 39% 
tR = 3.63 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 325 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.63 (brs, NH), 8.93-8.50 (m, 1H), 8.04-7.89 (m, 4H), 7.62-7.54 (m, 2H), 
3.64-3.58 (m, 2H), 3.25-3.2 (m, 2H), 2.88 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.09-1.76 (m, 7H), 1.0-0.9 (m, 6H), 
0.75-0.62 (m, 1H) 
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13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 167.2, 134.6, 132.7, 132.0, 128.9, 128.0, 127.6, 127.5, 127.4, 126.5, 
124.1, 59.8, 56.1, 40.9, 38.8, 29.6, 23.8, 18.9 
 
N-[3-(3,5-dimethyl-1-piperidyl)propyl]naphthalene-1-
carboxamide (23) 
 
N
H
O
N
 
Purified by precipitation in MeCN 
White solid 
123 mg – 42% 
tR = 3.40 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 325 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.4-8.36 (m, 1H), 8.14 (brs, NH), 7.97-7.9 (m, 2H), 7.68 (dd, J = 7.0 Hz, 
J = 1.3 Hz, 1H), 7.64-7.46 (m, 3H), 3.64-3.53 (m, 2H), 3.14 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 2.85 (t, J = 7.0 Hz, 
2H), 2.08-1.68 (m, 7H), 0.85 (d, J = 6.1 Hz, 5H), 0.69 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 0.65-0.54 (m, 1H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 169.4, 134.7, 133.7, 130.3, 130.2, 128.2, 126.7, 126.2, 125.7, 125.1, 
124.7, 59.5, 55.7, 40.7, 38.4, 29.4, 24.0, 18.8 
 
N-[3-(3,5-dimethyl-1-piperidyl)propyl]thiophene-2-
carboxamide (24) 
 
N
H
O
N
S
 
Purified by preparative HPLC 
Colorless oil 
143 mg – 71% 
tR = 2.70 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 281 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.47 (brs, NH), 7.82-7.67 (dd, J = 3.7 Hz, J = 1.0 Hz, 1H), 7.49 (dd, J = 
5.0 Hz, J = 1.0 Hz, 1H), 7.11 (dd, J = 5.0 Hz, J = 3.7 Hz, 1H), 3.55-3.49 (m, 2H), 3.23-3.27 (m, 2H), 
2.92 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.09-1.84 (m, 7H), 1.04 (d, J = 6.5 Hz, 1H) 0.93 (d, J = 6.9 Hz, 5H), 0.77-
0.65 (m, 1H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.2, 140.0, 129.7, 128.1, 127.7, 59.1, 55.2, 40.4, 37.7, 29.1, 23.6, 18.7 
 
N-[3-(3,5-dimethyl-1-piperidyl)propyl]isoquinoline-3-
carboxamide (25) 
 
N
H
O
N
N
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
203 mg – 80% 
tR = 3.43 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 326 
Purity (215 nm) 98% 
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1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.82 (brs, NH), 8.38-8.35 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 8.28-8.26 (d, J = 8.5 Hz, 
1H), 8.16-8.12 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.95-7.92 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.84-7.78 (m, 1H), 7.69-7.63 (m, 
1H), 3.61 (q, J = 6.3 Hz, 2H), 3.2-3.12 (m, 2H), 2.77 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.06-1.72 (m, 7H), 1.02 (d, J 
= 7.0 Hz, 1H), 0.90 (d, J = 6.7, 5H), 0.72-0.59 (m, 1H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 164.6, 150.1, 146.6, 137.4, 130.1, 129.5, 129.3, 127.8, 127.7, 118.7, 
59.9, 55.9, 41.1, 38.1, 29.6, 25.1, 19.0 
 
N-[3-(3,5-dimethyl-1-piperidyl)propyl]quinoline-6-
carboxamide (26) 
 
N
H
O
N
N
 
Purified by precipitation in MeCN 
White solid 
199 mg – 75% 
tR = 2.67 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 326 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.99-8.97 (m, 1H), 8.81 (brs, NH), 8.62-8.55 (m, 1H), 8.33-8.26 (m, 2H), 
8.15-8.12 (m, 1H), 7.49 (q, J = 4.1 Hz, 1H), 3.64-3.59 (m, 2H), 3.27 (d, J = 10.8 Hz, 2H), 2.94 (t, J = 
6.7 Hz, 2H), 2.13-1.83 (m, 7H), 1.01-0.92 (m, 6H), 0.77-0.65 (m, 1H). 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 166.6, 151.8, 149.4, 137.0, 132.4, 129.4, 127.8, 127.7, 127.6, 121.7, 
59.3, 55.5, 40.6, 38.3, 29.3, 23.5, 18.8 
 
Synthesis of the final products 1, 2, 77 to 93 
Intermediates 27 to 36 
N
H
NH
2
N
N
OH
R
O O
REtO
EtOH
2 h - reflux
27 - 35
Yield= 34% - 99% 
+
 
General procedure for the synthesis of the intermediates 27 to 35 
The appropriate β-keto-ester (1 eq) and methylhydrazine (1 eq) were dissolved in ethanol (C = 0.8 M). 
The reaction mixture was refluxed for 2 hours. It was cooled to 0 °C and the precipitate was filtered 
off, washed with EtOH and dried under vacuum to afford the desired product (27 to 35). 
 
5-(2-Fluorophenyl)-2-methyl-pyrazol-3-ol (27)  
N
N
OH
F
 
White solid 
5.1 g – 82% 
tR = 1.95 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 193 
Purity (215 nm) 99% 
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1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 11.06 (s, OH), 7.87 (ddd, J = 7.7 Hz, J = 2 Hz, 1H), 7.35-7.14 (m, 3H), 
5.74 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 3.58 (s, 3H) 
 
5-(3-Methoxyphenyl)-2-methyl-pyrazol-3-ol (28)  
N
N
OH
O
 
White solid 
1.8 g – 82% 
tR = 2.3 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 205 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.99 (s, OH), 7.23 (m, 3H), 6.83-6.79 (m, 1H), 5.77 (s, 1H), 3.77 (s, 
3H), 3.55 (s, 3H) 
 
2-Methyl-5-phenyl-pyrazol-3-ol (29)  
N
N
OH  
White solid 
2.8 g – 82% 
tR = 2.22 min (run  5min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 175 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.9 (brs, OH), 7.67 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 7.34 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 7.21 
(d, J = 6.9 Hz, 1H), 5.77 (s, 1H), 3.55 (s, 3H) 
 
5-(2-Chlorophenyl)-2-methyl-pyrazol-3-ol (30)  
N
N
OH
Cl
 
White solid 
315 mg – 34% 
tR = 2.57 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 209 
Purity (215 nm) 97% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 11.03 (brs, OH), 7.76 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 
7.36 - 7.27 (m, 2H) 5.89 (s, 1H), 3.59 (s, 3H) 
 
 
5-(4-Chlorophenyl)-2-methyl-pyrazol-3-ol (31)  
N
N
OH
Cl
 
White solid 
900 mg – 98% 
tR = 4.23 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 209 
Purity (215 nm) 97% 
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1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 11.0 (brs, OH), 7.66 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 7.4 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 5.89 
(s, 1H), 3.59 (s, 3H) 
 
2-Methyl-5-[4-(trifluoromethyl)phenyl]pyrazol-3-ol (32)  
N
N
OH
F
F
F
 
White solid 
920 mg – 99% 
tR = 2.85 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 243 
Purity (215 nm) 90% 
 
No NMR was carried out due to the purity < 95%. Product will be purified at the final step. 
 
5-(4-Methoxyphenyl)-2-methyl-pyrazol-3-ol (33)  
N
N
OH
O
 
Orange solid 
2.1 g – 99% 
tR = 2.43 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 205 
Purity (215 nm) 85% 
 
No NMR was carried out due to the purity < 95%. Product will be purified at the final step. 
 
2-Methyl-5-(p-tolyl)pyrazol-3-ol (34)  
N
N
OH  
Yellow solid 
900 mg – 99% 
tR = 2.55 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 189 
Purity (215 nm) 91% 
 
No NMR was carried out due to the purity < 95%. Product will be purified at the final step. 
 
2-Methyl-5-(4-pyridyl)pyrazol-3-ol (35)  
N
N
OH
N
 
Orange solid 
1.16 g – 65% 
tR = 1.98 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 176 
Purity (215 nm) 82% 
 
No NMR was carried out due to the purity < 95%. Product will be purified at the final step. 
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N
H
NH
2
N
N
OH
O O
EtO
EtOH
2 h - reflux
36
Yield= 99% 
HCl 37% (0.2 eq)
+
 
Synthesis of the 2,5-dimethylpyrazol-3-ol (36) 
To a solution of ethyl 3-oxobutanoate (1 eq) and methylhydrazine (1 eq) in ethanol (C = 0.8 M), a 
solution of HCl 37% (0.2 eq) was added slowly. The reaction mixture was refluxed for 2 hours. It was 
cooled to 0 °C and the precipitate was filtered off, washed with EtOH and dried under vacuum to give 
the desired compound 36. 
 
2,5-Dimethylpyrazol-3-ol (36)  
N
N
OH  
White solid 
1.12 g – 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 5.45 (s, 1H), 3.50 (s, 3H), 2.12 (s, 3H) 
 
Intermediates 37 to 46 
N
N
Cl
O
H
RN
N
OH
R
(i) POCl3 (12 eq)
DMF (8 eq)
24 h - 115 °C
27 - 36 37 - 46
Yield= 31% - 95%
(ii) H2O
30 min - 0 °C
 
General procedure for the synthesis of the intermediates 37 to 46 
Phosphoryl trichloride (7 eq) was dissolved in DMF (3 eq). This solution was stirred at 0 °C for 30 
minutes. At 0 °C, a solution of the appropriate compound 27 to 36 (1 eq) in DMF (5 eq) and 
phosphoryl trichloride (5 eq) were successively added and the reaction mixture was refluxed 
overnight. The solution was cooled down to 0 °C and water was carefully added. The resulting 
solution was extracted with EtOAc (3x). The combined organic layers were washed with brine (1x) 
dried over MgSO4 and concentrated in vacuo to afford the desired compound (37 to 46). The residues 
(37, 39 to 42 and 44 to 46) were used without further purification in the next step whereas the residues 
38 and 43 were purified by flash chromatography. 
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5-Chloro-3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-pyrazole-4-
carbaldehyde (37) 
 
N
N
Cl
F
O
H
 
Brown solid 
5.5 g – 87% 
tR = 2.85 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 239 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 9.71 (d, J = 2 Hz, 1H), 7.58 - 7.51 (m, 2H), 7.37 - 7.29 (m, 2H), 3.93 
(s, 3H) 
 
5-Chloro-3-(3-methoxyphenyl)-1-methyl-pyrazole-4-
carbaldehyde (38) 
 
N
N
Cl
O
H
O
 
Purified by flash chromatography: cHex 
to cHex/EtOAc 7/3 
White solid 
677 mg – 31% 
tR = 4.93 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 251 
Purity (215 nm) 97% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 9.84 (s, 1H), 7.42 - 7.31 (m, 3H), 7.05 - 7.02 (m, 1H), 3.91 (s, 3H), 
3.80 (s, 3H) 
 
5-Chloro-1-methyl-3-phenyl-pyrazole-4-carbaldehyde 
(39) 
 
N
N
Cl
O
H
 
Brown oil 
2.9 g – 83% 
tR = 2.87 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 221 
Purity (215 nm) 100% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 9.84 (s, 1H), 7.77-7.73 (m, 2H), 7.49-7.46 (m, 2H), 3.91 (s, 3H) 
 
5-Chloro-3-(2-chlorophenyl)-1-methyl-pyrazole-4-
carbaldehyde (40) 
 
N
N
Cl
O
H
Cl
 
Brown oil 
336 mg – 87% 
tR = 2.98 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 255 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 9.73 (s, 1H), 7.54 - 7.51 (m, 1H), 7.78 - 7.37 (m, 3H), 3.95 (s, 3H) 
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5-Chloro-3-(4-chlorophenyl)-1-methyl-pyrazole-4-
carbaldehyde (41) 
 
N
N
Cl
O
H
Cl
 
Brown solid 
1.3 g – 92% 
tR = 13.7 min (run 20 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 255 
Purity (215 nm) 89% 
 
No NMR was carried out due to the purity < 95%. Product will be purified at the final step. 
 
5-Chloro-1-methyl-3-[4-
(trifluoromethyl)phenyl]pyrazole-4-carbaldehyde (42) 
 
N
N
Cl
O
H
F
F
F
 
Brown oil 
1.0 g – 87% 
tR = 3.25 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 289 
Purity (215 nm) 95% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 9.96 (s, 1H), 7.99 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.74 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 3.97 (s, 
3H) 
 
5-chloro-3-(4-methoxyphenyl)-1-methyl-pyrazole-4-
carbaldehyde (43) 
 
N
N
Cl
O
H
O
 
Purified by flash chromatography: cHex 
to cHex/EtOAc 9/1 
White solid 
1.3 g – 50% 
tR = 2.98 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 251 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 9.92 (s, 1H), 7.74 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.0 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 3.92 (s, 
3H), 3.87 (s, 3H) 
 
5-Chloro-1-methyl-3-(p-tolyl)pyrazole-4-carbaldehyde 
(44) 
 
N
N
Cl
O
H
 
Brown solid 
1.1 g – 95% 
tR = 3.08 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 235 
Purity (215 nm) 95% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 9.93 (s, 1H), 7.64 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.29 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 3.93 (s, 
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3H), 2.43 (s, 3H) 
 
5-Chloro-1-methyl-3-(4-pyridyl)pyrazole-4-carbaldehyde 
(45) 
 
N
N
Cl
N
O
H
 
Brown solid 
1.3 g – 93% 
tR = 2.38 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 222 
Purity (215 nm) 95% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 9.98 (s, 1H), 8.96 (dd, J = 4.5 Hz, J = 1.7 Hz, 2H), 7.81 (dd, J = 4.5 
Hz, J = 1.6 Hz, 2H), 3.97 (s, 3H) 
 
5-Chloro-1,3-dimethyl-pyrazole-4-carbaldehyde (46)  
N
N
Cl
O
H
 
Yellow solid 
976 mg – 63% 
tR = 1.85 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 159 
Purity (215 nm) 97% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 9.77 (s, 1H), 3.77 (s, 3H), 2.34 (s, 3H) 
 
Intermediates 47 to 56 
SH
O
OEt
N
N
S
OEtO
R
N
N
Cl
O
H
R
Na2CO3 (1.7 eq)
37 - 46
EtOH
24 h - reflux
47 - 56
Yield= 45% - 99%
+
 
General procedure for the synthesis of the intermediates 47 to 56 
To a solution of sodium carbonate (1.7 eq) and ethyl thioglycolate (1 eq) in ethanol (C = 0.5 M), the 
corresponding compound 37 to 46 (1 eq) was added and the reaction mixture was stirred at reflux for 
24 hours. The solution was cooled to RT and the solvent was removed under reduced pressure. The 
residue was dissolved in EtOAc, washed with water (3x) and brine (1x). The organic phase was dried 
over MgSO4 and concentrated under vacuum to give the desired compound (47 to 56) which was used 
without further purification in the next step. 
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Ethyl 3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-
5-carboxylate (47) 
 
N
N
S
F
CO
2
Et
 
White solid 
4.6 g – 65% 
tR = 3.62 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 305 
Purity (215 nm) 100% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 7.94 (dt, J = 7.7 Hz, J = 1.8 Hz, 1H), 7.84 (d, J = 4 Hz, 1H), 7.51 - 
7.29 (m, 3H), 4.31 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 4.05 (s, 3H), 1.31 (t, J = 7.1 Hz, 3H) 
 
Ethyl 3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-
5-carboxylate (48) 
 
N
N
S
CO
2
Et
O
 
Yellow solid 
835 mg – 98% 
tR = 3.45 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 317 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 8.15 (s, 1H), 7.56 (dt, J = 7.8 Hz, J = 1.5 Hz, 1H), 7.43 – 7.42 (m, 1H), 
7.40 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.97 (ddd, J = 7.8 Hz, J = 2.2 Hz, J = 1.5 Hz, 1H), 4.33 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 
4.03 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 1.33 (t, J = 7.1 Hz, 3H) 
 
Ethyl 1-methyl-3-phenyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carboxylate (49) 
 
N
N
S
CO
2
Et
 
White solid 
1.9 g – 51% 
tR = 5.74 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 287 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 8.20 (s, 1H), 7.98 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.48 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.38 (t, 
J = 7.5 Hz, 1 H), 4.33 (q, J = 7 Hz, 2H), 4.03 (s, 3H), 1.33 (t, J = 7 Hz, 3H) 
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Ethyl 3-(2-chlorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-
5-carboxylate (50) 
 
N
N
S
CO
2
Et
Cl
 
Orange solid 
190 mg – 45% 
tR = 3.47 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 321 
Purity (215 nm) 95% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 7.83 (s, 1H), 7.70 - 7.66 (m, 1H), 7.56 - 7.52 (m, 1H), 7.42 - 7.38 (m, 
2H), 4.36 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 4.06 (s, 3H), 1.39 (t, J = 7.1 Hz, 3H) 
 
Ethyl 3-(4-chlorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-
5-carboxylate (51) 
 
N
N
S
CO
2
Et
Cl
 
Brown oil 
tR = 18.97 min (run 30 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 321 
Purity (215 nm) 85% 
 
No NMR was carried out due to the purity < 95%. Product will be purified at the final step. 
 
Ethyl 1-methyl-3-[4-(trifluoromethyl)phenyl]thieno[2,3-
c]pyrazole-5-carboxylate (52) 
 
N
N
S
CO
2
Et
F
F
F
 
Brown solid 
1.2 g – 98% 
tR = 3.67 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 355 
Purity (215 nm) 97% 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 8.09 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 8.04 (s, 1H), 7.74 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 4.39 (q, 
J = 6.9 Hz, 2H), 4.06 (s, 3H), 1.42 (t, J = 7.0 Hz, 3H) 
 
Ethyl 3-(4-methoxyphenyl)-1-methyl-thieno[2,3-
c]pyrazole-5-carboxylate (53) 
 
N
N
S
CO
2
Et
O
 
Brown solid 
1.8 g – 98% 
tR = 3.27 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 317 
Purity (215 nm) 99% 
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1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 8.02 (s, 1H), 7.89 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 7.03 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 4.39 (q, 
J = 6.8 Hz, 2H), 4.02 (s, 3H), 3.89 (s, 3H), 1.43 (t, J = 76.8 Hz, 3H) 
 
Ethyl 1-methyl-3-(p-tolyl)thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carboxylate (54) 
 
N
N
S
CO
2
Et
 
White solid 
1.2 g – 87% 
tR = 3.57 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 301 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 8.03 (s, 1H), 7.84 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.30 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 4.38 (q, 
J = 7.3 Hz, 2H), 4.02 (s, 3H), 2.42 (s, 3H), 1.41 (t, J = 7.0 Hz, 3H) 
 
Ethyl 1-methyl-3-(4-pyridyl)thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carboxylate (55) 
 
N
N
S
N
CO
2
Et
 
Brown solid 
921 mg – 49% 
tR = 2.90 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 288 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 8.68 (dd, J = 4.7 Hz, J = 1.7 Hz, 2H), 8.05 (s, 1H), 7.82 (dd, J) = 4.7 
Hz, J = 1.7 Hz, 2H), 4.39 (q, J = 7.4 Hz, 2H), 4.07 (s, 3H), 1.42 (t, J = 7.4 Hz, 3H) 
 
Ethyl 1,3-dimethylthieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxylate 
(56) 
 
N
N
S
CO
2
Et
 
Orange solid 
1.4 mg – 99% 
tR = 2.63 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 225 
Purity (215 nm) 95% 
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Intermediates 57 to 66 
N
N
S
OEtO
R N
N
S
OOH
R
47 - 56
KOH (10 eq)
H2O ( 15 eq)
EtOH
2 h - 50 °C
57 - 66
Yield= 80% - 99%  
General procedure for the synthesis of the intermediates 57 to 66 
The appropriate compound 47 to 56 (1 eq) was dissolved in ethanol (C = 0.5 M). Potassium hydroxide 
(10 eq) and water (15 eq) were added to the solution and the reaction mixture was heated at 50 °C for 
2 hours. The solution was cooled down to 0 °C, acidified to pH~1-2 with concentrated HCl (37%) and 
the product was extracted with EtOAc (3x). The combined organic layers were washed with brine 
(1x), dried over MgSO4 and concentrated in vacuo. The residue (57 to 66) was used without further 
purification in the next step. 
 
3-(2-Fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carboxylic acid (57) 
 
N
N
S
F
CO
2
H
 
White solid 
3.6 g – 90% 
tR = 2.63 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 277 
Purity (215 nm) 100% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 13.32 (brs, OH), 7.94 (td, J = 8 Hz, J = 1.9 Hz, 1H), 7.78 (d, J = 4.3 
Hz, 1H), 7.49 - 7.29 (m, 3H), 4.05 (s, 3H) 
 
3-(3-Methoxyphenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carboxylic acid (58) 
 
N
N
S
CO
2
H
O
 
Yellow solid 
668 mg – 88% 
tR = 2.54 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 289 
Purity (215 nm) 100% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 13.3 (brs, OH), 8.07 (s, 1H), 7.54 (dt, J = 7.8 Hz, J = 1.5 Hz, 1H), 7.42 
- 7.41 (m, 1H), 7.39 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.95 (ddd, J = 8.1 Hz, J = 0.6 Hz, J = 2.5 Hz, 1H), 4.03 (s, 
3H), 3.83 (s, 3H) 
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1-Methyl-3-phenyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxylic 
acid (59) 
 
N
N
S
CO
2
H
 
White solid 
1.4 g – 82% 
tR = 2.60 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 259 
Purity (215 nm) 100% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 13.30 (brs, OH), 8.13 (s, 1H), 7.97 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.47 (t, J = 7.3 
Hz, 2H), 7.37 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 4.02 (s, 3H) 
 
3-(2-Chlorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carboxylic acid (60) 
 
N
N
S
CO
2
H
Cl
 
Yellow solid 
155 g – 80% 
tR = 2.67 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 293 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 13.3 (brs, OH), 7.71 (s, 1H), 7.69 - 7.66 (m, 1H), 7.63 - 7.60 (m, 1H), 
7.49 - 7.42 (m, 2H), 4.05 (s, 3H) 
 
3-(4-Chlorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carboxylic acid (61) 
 
N
N
S
CO
2
H
Cl
 
White solid 
203 g – 80% 
tR = 4.73 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 293 
Purity (215 nm) 95% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 13.45 (brs, OH), 8.09 (s, 1H), 7.98 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.50 (d, J = 8.2 
Hz, 2H), 4.01 (s, 3H) 
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1-Methyl-3-[4-(trifluoromethyl)phenyl]thieno[2,3-
c]pyrazole-5-carboxylic acid (62) 
 
N
N
S
CO
2
H
F
F
F
 
White solid 
562 mg – 80% 
tR = 2.93 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 327 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 13.31 (brs, OH), 8.19 (s, 1H), 8.18 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.79 (d, J = 8.3 
Hz, 2H), 4.06 (s, 3H) 
 
3-(4-Methoxyphenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carboxylic acid (63) 
 
N
N
S
CO
2
H
O
 
White solid 
1.4 g – 86% 
tR = 2.63 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 289 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 13.25 (brs, OH), 8.08 (s, 1H), 7.89 (d, J = 9.3 Hz, 2H), 7.02 (d, J = 9.1 
Hz, 2H), 3.98 (s, 3H), 3.80 (s, 3H) 
 
1-Methyl-3-(p-tolyl)thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxylic 
acid (64) 
 
N
N
S
CO
2
H
 
White solid 
842 g – 81% 
tR = 2.8 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 273 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 13.25 (brs, OH), 8.09 (s, 1H), 7.84 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.27 (d, J = 8.3 
Hz, 2H), 4.00 (s, 3H), 2.34 (s, 3H) 
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1-Methyl-3-(4-pyridyl)thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxylic 
acid (65) 
 
N
N
S
N
CO
2
H
 
Brown solid 
743 g – 92% 
tR = 2.12 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 260 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 8.63 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 8.20 (s, 1H), 7.92 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 7.30 - 
7.23 (brs, NH pyridinium), 4.06 (s, 3H) 
 
1,3-Dimethylthieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxylic acid (66)  
N
N
S
CO
2
H
 
White solid 
509 mg – 80% 
tR = 1.62 min (run  5min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 197 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 7.74 (s, 1H), 3.86 (s, 3H), 2.35 (s, 3H) 
 
Intermediates 67 to 76 
N
N
S
OOH
R
N
N
S
ONH
R
Cl
NH
2
Cl
HOBt (0.3 eq) 
HBTU (1.3 eq)
DIEA (4 eq)
57 - 66
DMF
12 h - RT
67 - 76
Yield> 80%
HCl
+
 
General procedure for the synthesis of the intermediates 67 to 76 
3-Chloro-propylamine hydrochloride (1.2 eq) was added to a solution of the corresponding carboxylic 
acid (57 to 66, 1 eq), HOBt (0.3 eq), HBTU (1.3 eq) and DIEA (4 eq) in DMF on molecular sieves (C 
= 0.5 M). The reaction mixture was stirred at RT overnight. DMF was then evaporated under reduced 
pressure. The residue was dissolved in EtOAc, washed with saturated NaHCO3 aq (3x), HClaq 1 N (3x) 
and brine (1x). The organic phase was then dried over MgSO4 and concentrated to dryness to give the 
desired product (67 to 76) which was used without further purification in the next step. 
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N-(3-chloropropyl)-3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-
thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (67) 
 
N
N
S
F
ONH
Cl  
Brown solid 
878 mg – 99% 
tR = 3.12 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 352 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 8.72 (t, J = 6.5 Hz, NH), 7.96 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 7.91 (td, J = 7.6 Hz, 
J = 1.7 Hz, 1H), 7.50 - 7.29 (m, 3H), 4.03 (s, 3H), 3.70 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.37 (q, J = 6.5 Hz, 2H), 
1.98 (quint, 2 H, J = 6.5 Hz, 2H) 
 
N-(3-chloropropyl)-3-(3-methoxyphenyl)-1-methyl-
thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (68) 
 
N
N
S
ONH
Cl
O
 
Brown oil 
420 mg – 96% 
tR = 3.10 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 365 
Purity (215 nm) 100% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 8.67 (t, 0.9 H, J = 6 Hz, NH), 8.19 (s, 1H), 7.50 - 7.39 (m, 3H), 7.00 - 
6.96 (m, 1H), 4.00 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 3.72 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.40 (q, J = 6 Hz, 2H), 1.99 (quint, J 
= 6 Hz, 2H) 
 
N-(3-chloropropyl)-1-methyl-3-phenyl-thieno[2,3-
c]pyrazole-5-carboxamide (69) 
 
N
N
S
ONH
Cl  
White solid 
400 mg – 80% 
tR = 3.12 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 334 
Purity (215 nm) 100% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 8.64 (t, J = 6.4 Hz, NH), 8.22 (s, 1H), 7.90 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.50 (t, 
J = 7.6 Hz, 2H), 7.39 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 4.00 (s, 3H), 3.72 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.40 (q, J = 6.4 Hz, 
2H), 1.99 (quint, J = 6.4 Hz, 2H) 
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3-(2-Chlorophenyl)-N-(3-chloropropyl)-1-methyl-
thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (70) 
 
N
N
S
ONH
Cl
Cl
 
Brown oil 
160 mg – 99% 
tR = 3.12 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 368 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 7.70 - 7.67 (m, 1H), 7.55 - 7.52 (m, 1H), 7.48 (s, 1H), 7.40 - 7.37 (m, 
2H), 6.29 (brs, NH), 4.05 (s, 3H), 3.67 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.59 (q, J = 6.2 Hz, 2H), 2.11 (quint, J = 6.4 
Hz, 2H) 
 
3-(4-Chlorophenyl)-N-(3-chloropropyl)-1-methyl-
thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (71) 
 
N
N
S
ONH
Cl
Cl
 
Brown solid 
180 g – 89% 
tR = 3.28 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 368 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 7.87 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.64 (s, 1H), 7.46 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.33 
(brs, NH), 4.02 (s, 3H,), 3.70 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 3.62 (td, J = 6.2 Hz, 2H), 2.14 (quint, J = 6.2 Hz, 2H) 
 
N-(3-chloropropyl)-1-methyl-3-[4-
(trifluoromethyl)phenyl]thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carboxamide (72) 
 
N
N
S
ONH
Cl
F
F
F
 
Brown oil 
600 mg – 90% 
tR = 3.37 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 402 
Purity (215 nm) 95% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 8.69 (t, J = 5.8 Hz, NH), 8.23 (s, 1H), 8.09 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.85 (d, 
J = 8.3 Hz, 2H), 4.04 (s, 3H), 3.73 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.4 - 3.3 (m, 2H), 2.0 (quint, J = 6.2 Hz, 2H) 
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N-(3-chloropropyl)-3-(4-methoxyphenyl)-1-methyl-
thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (73) 
 
N
N
S
ONH
Cl
O
 
Brown oil 
200 mg – 92% 
tR = 3.05 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 364 
Purity (215 nm) 80% 
 
No NMR was carried out due to the purity < 95%. Product will be purified at the final step. 
 
N-(3-chloropropyl)-1-methyl-3-(p-tolyl)thieno[2,3-
c]pyrazole-5-carboxamide (74) 
 
N
N
S
ONH
Cl  
Brown oil 
975 mg – 91% 
tR = 3.20 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 348 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 8.63 (t, J = 5.8 Hz, NH), 8.20 (s, 1H), 7.79 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.30 (d, 
J = 8.3 Hz, 2H), 3.99 (s, 3H), 3.72 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.39 (td, J = 6.3 Hz, 2H), 2.36 (s, 3H), 1.99 (tt, 
J = 6.3 Hz, 2H) 
 
N-(3-chloropropyl)-1-methyl-3-(4-pyridyl)thieno[2,3-
c]pyrazole-5-carboxamide (75) 
 
N
N
S
N
ONH
Cl  
Brown solid 
150 mg – 90% 
tR = 4.2 min (run 10min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 335 
Purity (215 nm) 90% 
 
No NMR was carried out due to the purity < 95%. Product will be purified at the final step. 
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N-(3-chloropropyl)-1,3-dimethyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carboxamide (76) 
 
N
N
S
ONH
Cl  
Orange oil 
275 mg – 99% 
tR = 2.23 min (run 5min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 272 
Purity (215 nm) 85% 
 
No NMR was carried out due to the purity < 95%. Product will be purified at the final step. 
 
Final products 1 to 85 
N
N
S
R
ONH
Cl
N
N
S
R
ONH
N
N
NH
N
67 - 76
DIEA (3 eq)
MeCN
1, 77 - 85
Yield= 15% - 48%
+
24 to 48 h - reflux
 
General procedure for the synthesis of the final products 1, 77 to 85 
1-Benzylpiperazine (1.1 eq) was added to a solution of the appropriate chlorinated compound (67 to 
76, 1 eq) in MeCN (C = 0.5 M). The reaction mixture was refluxed for 24 to 48 hours. At the end, the 
solution was cooled to RT and MeCN was evaporated under reduced pressure. The residue was 
dissolved in EtOAc, washed with saturated NaHCO3aq (3x) and brine (1x). The organic phase was 
dried over MgSO4 and evaporated in vacuo. The residue was purified either by preparative HPLC 
(Waters-2, MeCN/(H2O-HCO2
-
NH4
+
 pH 9.2), 10/90 to 100/0, 30 min) or by precipitation in MeCN to 
give the desired compound (1, 77 to 85). 
 
N-[3-(4-benzylpiperazin-1-yl)propyl]-3-(2-fluorophenyl)-
1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (1) 
 
N
N N
H
O
S
N
N
F
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
93 mg – 34% 
tR = 5.0 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 492 
Purity (215 nm) 97% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.28 (brs, NH), 8.03 (td, J = 7.5 Hz, J = 1.7 Hz, 1H), 7.81 (d, J = 3.7 Hz, 
1H), 7.44 - 7.38 (m, 1H), 7.37 - 7.20 (m, 7H), 4.05 (s, 3H), 3.56 – 3.51 (m, 2H), 3.43 (s, 2H), 2.78 - 
2.74 (m, 4H), 2.76 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.64 - 2.56 (m, 4H), 1.89 (quint, J = 6.1 Hz, 2H) 
Partie expérimentale 
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13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.8, 159.8 (d, J = 253 Hz), 146.5, 138.6, 137.8, 137.7 (d, J = 3 Hz), 
129.7 (d, J = 8 Hz), 129.2 (d, J = 3 Hz), 129.0, 128.3, 128.2, 127.2, 124.6 (d, J = 4.5 Hz), 120.7 (d, J = 
16 Hz), 119.1 (d, J = 13.5 Hz), 116.1 (d, J = 22 Hz), 62.2, 56.6, 52.7, 51.6, 39.3, 38.5, 23.9 
 
N-[3-(4-benzylpiperazin-1-yl)propyl]-3-(3-
methoxyphenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carboxamide (77) 
 
N
N N
H
O
S
N
N
O  
Purified by preparative HPLC 
White solid 
141 mg – 44% 
tR = 5.59 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 504 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.34 (brs, NH), 7.75 (s, 1H), 7.57 - 7.16 (m, 8H) 6.93 (ddd, J = 2.3 Hz, J 
= 1 Hz, 1H), 4.03 (s, 3H), 3.88 (s, 3H), 3.58 – 3.52 (m, 2H), 3.31 (s, 2H), 2.60 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.58 
- 2.51 (m, 8H), 1.80 (quint, J = 6.1 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.8, 159.8, 146.5, 138.6, 137.8, 137.7, 129.7, 129.2, 129.0, 128.3, 
128.2, 127.2, 124.6, 120.7, 119.1, 116.1, 62.4, 62.2, 56.6, 52.7, 51.6, 39.3, 38.5, 23.9 
 
N-[3-(4-benzylpiperazin-1-yl)propyl]-3-(3-
methoxyphenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carboxamide (78) 
 
N
N N
H
O
S
N
N
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
110 mg – 35% 
tR = 4.55 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 474 
Purity (215 nm) 100% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.31 (brs, NH), 8.05 (s, 1H), 7.99 (dd, J = 8.4 Hz, J = 1.4 Hz, 2H), 7.49 (t, 
J = 7.8 Hz, 2H), 7.41 - 7.37 (m, 1H), 7.36 - 7.23 (m, 5H), 4.03 (s, 3H), 3.55 - 3.51 (m, 2H), 3.45 (s, 
2H), 2.84 – 2.80 (m, 4H), 2.82 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.65 - 2.60 (m, 4H), 1.94 (quint, J = 6.4 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.7, 146.9, 143.6, 138.0, 137.8, 133.0, 129.0, 128.9, 128.2, 128.0, 
127.2, 127.0, 126.1, 118.2, 62.3, 56.3, 52.6, 51.5, 38.9, 38.2, 23.9 
 
N-[3-(4-benzylpiperazin-1-yl)propyl]-3-(2-chlorophenyl)-
1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (79) 
 
N
N N
H
O
S
N
N
Cl
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
99 mg – 41% 
tR = 4.5 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 508 
Purity (215 nm) 95% 
Partie expérimentale 
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1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 8.44 (brs, NH), 7.76 - 7.73 (m, 1H), 7.64 (s, 1H), 7.57 - 7.54 (m, 1H), 
7.44 - 7.22 (m, 5H), 7.19 - 7.15 (m, 2H), 4.07 (s, 3H), 3.52 (q, J = 6.0 Hz, 2H), 3.21 (s, 2H), 2.65 (t, J 
= 6.1 Hz, 2H), 2.58 - 2.41 (m, 8H), 1.82 (quint, J = 6.0 Hz, 2H) 
13
C-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 167.8, 162.5, 145.9, 142.0, 138.2, 138.1, 132.4, 132.2, 131.6, 130.2, 
129.7, 129.1, 128.2, 127.1, 127.0, 118.5, 62.4, 57.8, 53.1, 52.5, 40.4, 38.3, 23.9 
 
N-[3-(4-benzylpiperazin-1-yl)propyl]-3-(4-chlorophenyl)-
1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (80) 
 
N
N N
H
O
S
N
N
Cl  
Purified by preparative HPLC 
White solid 
60 mg – 48% 
tR = 5.35 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 508 
Purity (215 nm) 96% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.41 (brs, NH), 7.94 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.94 (s, 1H), 7.48 (d, J = 8.7 Hz, 
2H), 7.36 - 7.22 (m, 5H), 4.04 (s, 3H), 3.58 - 3.52 (m, 2H), 3.42 (s, 2H), 2.77 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.75 
- 2.54 (m, 8H), 1.91 (quint, J = 6.3 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.5, 159.7, 146.7, 143.6, 138.2, 137.7, 128.9, 128.2, 127.4, 127.1, 
126.4, 125.8, 117.9, 114.3, 62.4, 57.0, 52.9, 52.2, 39.8, 38.4, 23.8 
 
N-[3-(4-benzylpiperazin-1-yl)propyl]-1-methyl-3-[4-
(trifluoromethyl)phenyl]thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carboxamide (81) 
 
N
N N
H
O
S
N
N
F
F
F
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
240 mg – 41% 
tR = 5.27 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 542 
Purity (215 nm) 97% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.44 (brs, NH), 8.29 (s, 1H), 8.15 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.76 (d, J = 8.6 Hz, 
2H), 7.38 - 7.26 (m, 5H), 4.05 (s, 3H), 3.56 - 3.51 (m, 2H), 3.54 (s, 2H), 3.05 - 2.90 (m, 4H), 2.98 (t, J 
= 6.9 Hz, 2H), 2.78 - 2.67 (m, 4H), 2.05 (quint, J = 6.9 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.8, 147.1, 142.1, 138.6, 137.4, 136.5, 129.3 (q, J = 32 Hz), 129.0, 
128.3, 127.4, 127.3, 126.1, 125.7 (q, J = 4 Hz), 124.4 (q, J = 272 Hz), 118.4, 62.1, 55.0, 52.2, 50.5, 
38.5, 38.0, 23.5 
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N-[3-(4-benzylpiperazin-1-yl)propyl]-3-(4-
methoxyphenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carboxamide (82) 
 
N
N N
H
O
S
N
N
O  
Purified by preparative HPLC 
Yellow solid 
54 mg – 36% 
tR = 4.55 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 504 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.36 (brs, NH), 7.91 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.86 (s, 1H), 7.35 - 7.25 (m, 3H), 
7.25 - 7.20 (m, 2H), 7.03 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 4.02 (s, 3H), 3.86 (s, 3H), 3.55 (q, J = 5.8 Hz, 2H), 3.28 
(s, 2H), 2.76 - 2.48 (m, 8H), 2.70 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 1.86 (quint, J = 5.8 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.5, 159.7, 146.7, 143.6, 138.2, 137.7, 128.9, 128.2, 127.4, 127.1, 
126.4, 125.8, 117.9, 114.3, 62.5, 57.6, 55.4, 52.7, 52.5, 40.2, 38.2, 24.0 
 
N-[3-(4-benzylpiperazin-1-yl)propyl]-1-methyl-3-(p-
tolyl)thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (83) 
 
N
N N
H
O
S
N
N
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
141 mg – 15% 
tR = 4.9 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 488 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.39 (brs, NH), 8.07 (s, 1H), 7.88 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.36 - 7.24 (m, 7H), 
4.02 (s, 3H), 3.57 - 3.51 (m, 2H), 3.47 (s, 2H), 2.84 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.87 - 2.72 (m, 4H), 2.72 - 2.60 
(m, 4H), 2.42 (s, 3H), 1.96 (quint, J = 6.3 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.9, 146.6, 143.8, 138.1, 137.8, 137.7, 130.2, 129.6, 129.0, 128.3, 
127.2, 126.8, 125.9, 118.4, 62.3, 56.2, 52.6, 51.5, 39.0, 38.3, 23.8, 21.1 
 
N-[3-(4-benzylpiperazin-1-yl)propyl]-1-methyl-3-(4-
pyridyl)thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (84) 
 
N
N N
H
O
S
N
N
N  
Purified by precipitation in MeCN 
White solid 
18 mg – 15% 
tR = 4.7 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 475 
Purity (215 nm) 96% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.70 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 8.38 (brs, NH), 7.85 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 7.74 (s, 
1H), 7.35 - 7.23 (m, 3H), 7.23 - 7.16 (m, 2H), 4.09 (s, 3H), 3.57 (q, J = 6.1 Hz, 2H), 3.35 (s, 2H), 2.68 
- 2.44 (m, 8H), 2.61 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 1.81 (quint, J = 6.1 Hz, 2H) 
Partie expérimentale 
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13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.0, 150.5, 147.0, 140.8, 140.1, 139.5, 138.5, 128.8, 128.1, 127.2, 
126.9, 120.3, 116.6, 62.8, 58.6, 53.5, 52.1, 41.2, 38.6, 24.2 
 
N-[3-(4-benzylpiperazin-1-yl)propyl]-1,3-dimethyl-
thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (85) 
 
N
N N
H
O
S
N
N
 
Purified by preparative HPLC 
Brown oil 
54 mg – 24% 
tR = 3.07 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 412 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.36 (brs, NH), 7.64 (s, 1H), 7.36-7.27 (m, 5H), 3.89 (s, 3H), 3.57 (s, 2H), 
3.54-3.49 (m, 2H), 2.80 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.84-2.62 (m, 8H), 2.47 (s, 3H), 1.92 (quint, J = 6.2 Hz, 
2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.85, 145.93, 141.38, 137.71, 136.50, 129.06, 128.83, 128.29, 127.27, 
117.27, 62.54, 56.30, 52.60, 51.61, 39.01, 37.84, 23.88, 12.78 
 
Final products 2, 86 to 93 
N
N
S
R
ONH
Cl
N
N
S
R
ONH
N
NH
67 - 76
DIEA (3 eq)
MeCN
2, 86 - 93
Yield= 21% - 56%
+
24 to 48 h - relux
 
General procedure for the synthesis of the final products 2, 86 to 93 
3,5-Dimethylpiperidine (1.1 eq) was added to a solution of the appropriate chlorinated compound (67 
to 76, 1 eq) in MeCN (C = 0.5 M). The reaction mixture was refluxed for 24 to 48 hours. At the end, 
the solution was cooled to RT and MeCN was evaporated under reduced pressure. The residue was 
dissolved in EtOAc, washed with saturated NaHCO3aq (3x) and brine (1x). The organic phase was 
dried over MgSO4 and concentrated under vacuum. The residue was purified either by preparative 
HPLC (Waters-2, MeCN/(H2O-HCO2
-
NH4
+
 pH 9.2), 10/90 to 100/0, 30 min) or by precipitation in 
MeCN to give the desired compound (2, 86 to 93). 
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N-[3-(3,5-dimethyl-1-piperidyl)propyl]-3-(2-
fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carboxamide (86) 
 
N N
H
O
S
N
N
F
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
58 mg – 26% 
tR = 5.75 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 429 
Purity (215 nm) 100% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.64 (brs, NH), 8.02 - 7.96 (m, 2H), 7.42 - 7.34 (m, 1H), 7.29 - 7.24 (m, 
1H), 7.23 - 7.18 (m, 1H), 4.0 (s, 3H), 3.51 (brs, 2H), 3.27 (dd, J = 10 Hz, J = 2 Hz, 2H), 2.95 (t, J = 
7.2 Hz, 2H), 2.08 - 1.99 (m, 4H), 1.99 - 1.82 (m, 4H), 1.05 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 0.92 (d, J = 6.7 Hz, 
4H), 0.70 (q, J = 11.9 Hz, 1H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 163, 159.8 (d, J = 247 Hz), 146.5, 138.7, 137.7, 129.7 (d, J = 10.7 Hz,), 
129.1 (d, J = 3 Hz), 128.5, 124.4 (d, J = 3 Hz), 120.7 (d, J = 14.8 Hz), 119.8 (d, J = 12.1 Hz), 116.0 (d, 
J = 22 Hz), 59.1, 55.2, 40.5, 38.4, 38, 29, 23.5, 18.8, 18.5 
 
N-[3-(3,5-dimethyl-1-piperidyl)propyl]-3-(2-
fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carboxamide (2) 
 
N N
H
O
S
N
N
O  
Purified by preparative HPLC 
White solid 
127 mg – 52% 
tR = 5.67 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 441 
Purity (215 nm) 95% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.80 (brs, NH), 7.97 (s, 1H), 7.52 - 7.48 (m, 2H), 7.42 - 7.36 (m, 1H), 
6.93 (ddd, J = 8.3 Hz, J = 2.3 Hz, J = 1 Hz, 1H), 4.02 (s, 3H), 3.91 (s, 3H), 3.56 - 3.51 (m, 2H), 3.17 - 
3.13 (m, 2H), 2.78 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.05 - 1.80 (m, 5H), 1.70 (t, J = 11.3 Hz, 2H), 0.92 (d, J = 6.5 
Hz, 6H), 0.67 (q, J = 11.6 Hz, 1H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 168, 160.2, 146.9, 143.4, 138.6, 134.4, 129.8, 127, 118.5, 117.7, 113.4, 
111, 60.5, 57, 55.3, 41.2, 39.7, 38.3, 30.4, 23.5, 19.1, 19.0 
 
N-[3-(3,5-dimethyl-1-piperidyl)propyl]-1-methyl-3-
phenyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (87) 
 
N N
H
O
S
N
N
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
110 mg – 43% 
tR = 4.65 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 411 
Purity (215 nm) 100% 
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1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.76 (brs, NH), 8.14 (s, 1H), 7.97 (dd, J = 7.8 Hz, J = 1.5 Hz, 2H), 7.49 (t, 
J = 7.6 Hz, 2H), 7.38 (tt, J = 7.6 Hz, J = 1.5 Hz, 1H), 4.03 (s, 3H), 3.58 - 3.52 (m, 2H), 3.25 - 3.21 (m, 
2H), 2.89 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.06 - 1.95 (m, 4H), 1.91 - 1.79 (m, 3H), 1.06 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 0.94 
(d, J = 6.6 Hz, 5H), 0.71 (q, J = 13.1 Hz, 1H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.8, 146.9, 143.5, 138.2, 133.0, 128.8, 128.0, 127.1, 125.9, 118.3, 
59.7, 56.0, 40.8, 38.8, 38.3, 29.8, 23.5, 19.0, 18.7 
 
3-(4-Chlorophenyl)-N-[3-(3,5-dimethyl-1-
piperidyl)propyl]-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carboxamide (88) 
 
N N
H
O
S
N
N
Cl  
Purified by preparative HPLC 
White solid 
62 mg – 56% 
tR = 2.98 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 445 
Purity (215 nm) 96% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.81 (brs, NH), 7.85 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.59 (s, 1H), 7.46 (d, J = 8.2 Hz, 
2H), 4.02 (s, 3H), 3.59 - 3.54 (m, 2H), 3.07 - 3.03 (m, 2H), 2.61 - 2.57 (m, 2H), 2.00 - 1.78 (m, 5H), 
1.49 (t, J = 11.0 Hz, 2H), 1.00 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 0.92 (d, J = 6.5 Hz, 5H), 0.67 (q, J = 12.7 Hz, 1H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.1, 147.0, 142.2, 139.1, 133.6, 131.8, 129.1, 127.2, 126.6, 116.4, 
61.9, 59.3, 42.1, 41.6, 38.4, 31.9, 23.8, 19.5 
 
N-[3-(3,5-dimethyl-1-piperidyl)propyl]-1-methyl-3-[4-
(trifluoromethyl)phenyl]thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carboxamide (89) 
 
N N
H
O
S
N
N
F
F
F
 
Purified by precipitation in MeCN 
White solid 
159 mg – 31% 
tR = 5.38 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 479 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.85 (brs, NH), 8.02 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.73 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.62 (s, 
1H), 4.05 (s, 3H), 3.56 (q, J = 6.0 Hz, 2H), 3.06 - 3.03 (m, 2H), 2.58 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 1.86 - 1.75 
(m, 5H), 1.48 (t, J = 11.2 Hz, 2H), 0.91 (d, J = 6.5 Hz, 6H), 0.67 (q, J = 14.2 Hz, 1H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162, 147, 141.8, 139.6, 136.7, 129.4 (q, J = 32 Hz), 126.9, 126, 125.7 (q, 
J = 4 Hz), 124.4 (q, J = 272 Hz), 116.1, 61.8, 59.3, 42.1, 41.7, 38.5, 31.9, 23.8, 19.4 
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N-[3-(3,5-dimethyl-1-piperidyl)propyl]-3-(4-
methoxyphenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carboxamide (90) 
 
N N
H
O
S
N
N
O  
Purified by preparative HPLC 
White solid 
60 mg – 45% 
tR = 4.55 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 441 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.76 (brs, NH), 7.90 (s, 1H), 7.86 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 7.01 (d, J = 9.2 Hz, 
2H), 4.00 (s, 3H), 3.88 (s, 3H), 3.57 - 3.51 (m, 2H), 3.18 - 3.12 (m, 2H), 2.75 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 1.99 
- 1.81 (m, 5H), 1.68 (t, J = 11.3 Hz, 2H), 1.02 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 0.93 (d, J = 6.9 Hz, 5H), 0.69 (q, J 
= 11.3 Hz, 1H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.6, 159.7, 146.8, 143.5, 138.1 127.3, 126.5, 125.8, 117.8, 114.2, 60.6, 
57.4, 55.3, 41.4, 39.9, 38.2, 30.6, 23.7, 19.2 
 
N-[3-(3,5-dimethyl-1-piperidyl)propyl]-1-methyl-3-(p-
tolyl)thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (91) 
 
N N
H
O
S
N
N
 
Purified by precipitation in MeCN 
White solid 
355 mg – 44% 
tR = 2.87 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 425 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.83 (brs, NH), 7.78 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.61 (s, 1H), 7.29 (d, J = 7.9 Hz, 
2H), 4.01 (s, 3H), 3.56 (q, J = 5.7 Hz, 2H), 3.06 - 3.03 (m, 2H), 2.58 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 2.43 (s, 3H), 
1.93 - 1.75 (m, 5H), 1.48 (t, J = 10.8 Hz, 2H), 1.01 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 0.92 (d, J = 6.3 Hz, 5H), 0.66 
(q, J = 12.6 Hz, 1H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.1, 146.7, 143.6, 138.6, 138.1, 130.3, 129.5, 126.5, 125.7, 116.7, 
61.9, 59.4, 42.1, 41.8, 38.3, 31.8, 23.8, 21.0, 19.5, 19.3 
 
N-[3-(3,5-dimethyl-1-piperidyl)propyl]-1-methyl-3-(4-
pyridyl)thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (92) 
 
N N
H
O
S
N
N
N  
Purified by preparative HPLC 
White solid 
24 mg – 23% 
tR = 3.63 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 412 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.87 (brs, NH), 8.67 (dd, J = 4.6 Hz, J = 1.5 Hz, 2H), 8.30 (s, 1H), 7.85 
(dd, J = 4.6 Hz, J = 1.5 Hz, 2H), 4.05 (s, 3H), 3.57 - 3.49 (m, 2H), 3.30 - 3.22 (m, 2H), 2.95 (t, J = 6.8 
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Hz, 2H), 2.16 - 1.98 (m, 4H), 1.93 - 1.86 (m, 1H), 1.90 (t, J = 11.7 Hz, 2H), 1.08 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 
0.95 (d, J = 6.8 Hz, 5H), 0.74 (q, J = 12.0 Hz, 1H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.7, 150.3, 147.2, 140.8, 140.0, 139.5, 127.7, 120.0, 118.0, 59.3, 55.0, 
40.6, 38.6, 38.4, 29.5, 23.4, 18.9, 18.6 
 
N-[3-(3,5-dimethyl-1-piperidyl)propyl]-1,3-dimethyl-
thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (93) 
 
N N
H
O
S
N
N
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
40 mg – 21% 
tR = 2.9 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 349 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.63 (brs, NH), 7.69 (s, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.53-3.48 (m, 2H), 3.23-3.19 
(m, 2H), 2.86 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.42 (s, 3H), 2.06-1.93 (m, 4H), 1.88-1.78 (m, 3H), 1.04 (d, J = 6.7 
Hz, 1H), 0.93 (d, J = 6.5 Hz, 5H), 0.76-0.64 (m, 1H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 163.0, 145.9, 141.4, 136.6, 128.9, 117.5, 59.6, 55.8, 40.8, 38.4, 37.8, 
29.6, 23.6, 18.9, 12.5 
 
2-[3-(2-Fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazol-5-
yl]-5,6-dihydro-4H-1,3-oxazine (94) 
 
S
N
N
F
O
N
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
20 mg – 10% 
tR = 2.2 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 316 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 7.91 (td, J = 7.8 Hz, J = 1.7 Hz, 1H), 7.45-7.27 (m, 4H), 4.33 (t, J = 
4.7 Hz, 2H), 4.01 (s, 3H), 3.44 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 1.9 (quint, J = 5.5 Hz, 2H) 
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Synthesis of the final products 95 to 106 
Final products 95 to 105 
N
N
S
OOH
F
N
N
S
ON
F
R1
R2
R1
N
H
R2
HOBt (0.3 eq) 
HBTU (1.3 eq)
DIEA (4 eq)
57
DMF
12 h - RT 95 - 105
Yield> 60%
(1.2 eq)
 
General procedure for the synthesis of the final products 95 to 105 
The corresponding amine (1.2 eq) was added to a solution of 3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-
c]pyrazole-5-carboxylic acid 57 (1 eq), HOBt (0.3 eq), HBTU (1.3 eq) and DIEA (4 eq) in DMF on 
molecular sieves (C = 0.5 M). The reaction mixture was stirred at RT overnight. DMF was then 
evaporated under reduced pressure. The residue was dissolved in EtOAc, washed with saturated 
NaHCO3 aq (3x), HClaq 1 N (3x) and brine (1x). The organic phase was then dried over MgSO4 and 
concentrated under vacuum. The residue was purified either by preparative HPLC (Waters-2, 
MeCN/(H2O-HCO2
-
NH4
+
 pH 9.2), 10/90 to 100/0, 30 min) or precipitation in MeCN to give the 
desired compound (95 to 105). 
 
N-(cyclopropylmethyl)-3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-
thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (95) 
 
N
H
O
S
N
N
F
 
Purified by precipitation in MeCN 
White solid 
155 mg – 94% 
tR = 2.88 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 330 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.00 (td, J = 7.5 Hz, J = 1.5 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 7.43-7.36 
(m, 1H), 7.30-7.19 (m, 2H), 6.26 (brs, NH), 4.05 (s, 3H), 3.3 (dd, J = 5.7, J = 6.8, 2H), 1.15-1.03 (m, 
1H), 0.62-0.56 (m, 2H), 0.33-0.28 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.3, 159.5 (d, J = 254 Hz), 146.5, 138.5, 137.1, 129.7 (d, J = 7.9 Hz,), 
129.0 (d, J = 4 Hz), 128.1, 124.5 (d, J = 4 Hz), 120.5 (d, J = 14.9 Hz), 118.6 (d, J = 13.7 Hz), 116.0 (d, 
J = 21.2 Hz), 44.9, 38.4, 10.7, 3.30 
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N-cyclopropyl-3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-
c]pyrazole-5-carboxamide (96) 
 
N
H
O
S
N
N
F
 
Purified by precipitation in MeCN 
White solid 
97 mg – 77% 
tR = 5.0 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 316 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.00 (td, J = 7.7 Hz, J = 1.8 Hz, 1H), 7.55 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 7.42 - 7.34 
(m, 1H), 7.29 - 7.24 (m, 1H), 7.23 - 7.16 (m, 1H), 6.43 (brs, NH), 4.04 (s, 3H), 4.03 - 3.93 (sex, J = 
3.6 Hz, 1H), 0.90 - 0.83 (m, 2H), 0.70 - 0.65 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 163.7, 159.6 (d, J = 248.4 Hz), 146.5, 138.6, 136.8 (d, J = 3.4 Hz), 129.7 
(d, J = 8.7 Hz), 129.0 (d, J = 4.6 Hz), 128.1, 124.6 (d, J = 3.3 Hz), 120.4 (d, J = 13.4 Hz), 118.9 (d, J = 
14.4 Hz), 115.9 (d, J = 22.0 Hz), 38.6, 23.0, 6.5 
 
N-cyclopentyl-3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-
c]pyrazole-5-carboxamide (97) 
 
N
H
O
S
N
N
F
 
Purified by precipitation in MeCN 
White solid 
158 mg – 92% 
tR = 3.03 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 344 
Purity (215 nm) 100% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.00 (td, J = 7.7 Hz, J = 1.7 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 7.43 - 7.65 
(m, 1H), 7.30 - 7.18 (m, 2H), 6.07 (d, J = 6.5 Hz, NH), 4.35 (sex, J = 7.0 Hz, 1H), 4.04 (s, 3H), 2.14 - 
2.1 (m, 2H), 1.8 -1.63 (m, 4H), 1.58 - 1.48 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.0, 159.7 (d, J = 249.7 Hz), 146.6, 138.6, 137.4 (d, J = 4.7 Hz), 129.7 
(d, J = 7.8 Hz), 129.0 (d, J = 4.7 Hz), 128.1, 124.5 (d, J = 3.1 Hz), 120.5 (d, J = 12.5 Hz), 118.4 (d, J = 
12.5 Hz), 115.9 (d, J = 21.8 Hz), 51.9, 38.4, 33.1, 23.8 
 
N-cyclohexyl-3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-
c]pyrazole-5-carboxamide (98) 
 
N
H
O
S
N
N
F
 
Purified by precipitation in MeCN 
White solid 
159 mg – 89% 
tR = 3.18 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 358 
Purity (215 nm) 100% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.97 (td, J = 7.6 Hz, J = 1.5 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 7.4 - 7.33 
(m, 1H), 7.27 - 7.17 (m, 2H), 5.97 (d, J = 7.7 Hz, NH), 4.01 (s, 3H), 3.95 - 3.83 (m, 1H), 2.04 - 1.99 
(m, 2H), 1.8 - 1.78 (m, 2H), 1.69 - 1.62 (m, 1H), 1.5 - 1.3 (m, 5H) 
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13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 161.4, 159.7 (d, J = 247.8 Hz), 146.4, 138.5, 137.5 (d, J = 3.5 Hz), 129.6 
(d, J = 8.6 Hz), 129.0 (d, J = 3.5 Hz), 128.1, 124.5 (d, J = 3.5 Hz), 120.5 (d, J = 13.8 Hz), 118.3 (d, J = 
13.8 Hz), 115.9 (d, J = 22.4 Hz), 49.1, 38.4, 33.2, 25.5, 25 
 
[3-(2-Fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazol-5-yl]-
pyrrolidin-1-yl-methanone (99) 
 
N
O
S
N
N
F
 
Purified by precipitation in MeCN 
White solid 
154 mg – 94% 
tR = 2.68 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 330 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.00 (td, J = 7.7 Hz, J = 1.9 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 7.43 - 7.36 
(m, 1H), 7.3 - 7.18 (m, 2H), 4.05 (s, 3H), 3.85 - 3.65 (m, 4H), 2.04 - 1.97 (m, 4H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 161.8, 159.8 (d, J = 248.6 Hz), 146.3, 138.7 (d, J = 3.1 Hz), 138.6, 129.6 
(d, J = 9 Hz), 129.1 (d, J = 4.5 Hz), 128.7, 124.5 (d, J = 3 Hz), 120.9 (d, J = 15 Hz), 120.6 (d, J = 12 
Hz), 116 (d, J = 22.5 Hz), 48.8, 47.6, 38.5, 26.8, 23.9 
 
[3-(2-Fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazol-5-yl]-
(4-methylpiperazin-1-yl)methanone (100) 
 
N
O
S
N
N
F
N
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
129 mg – 64% 
tR = 2.95 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 359 
Purity (215 nm) 100% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.99 (td, J = 7.6 Hz, J = 1.7 Hz, 1H), 7.43 - 7.6 (m, 2H), 7.3 - 7.19 (m, 
2H), 4.05 (s, 3H), 3.88 (t, J = 5.06 Hz, 4H), 2.62 (t, J = 5.2 Hz, 4H), 2.4 (s, 3H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 163.3, 159.8 (d, J = 246.1 Hz), 146.0, 138.4, 134.4 (d, J = 3.3 Hz), 129.7 
(d, J = 8.7 Hz), 129.0 (d, J = 5.2 Hz), 127.8, 124.5 (d, J = 3.6 Hz), 120.8 (d, J = 14.8 Hz), 120.5 (d, J = 
13.6 Hz), 116.0 (d, J = 21.9 Hz), 54.3, 45.0, 44.7, 38.5 
 
3-(2-Fluorophenyl)-1-methyl-N-(1-methyl-4-
piperidyl)thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (101) 
 
N
H
O
S
N
N
F
N
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
100 mg – 60% 
tR = 4.53 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 373 
Purity (215 nm) 98% 
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1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.00 (td, J = 7.6 Hz, J = 1.7 Hz, 1H), 7.64 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 7.43 - 7.35 
(m, 1H), 7.30 - 7.25 (m, 1H), 7.24 - 7.18 (m, 1H), 6.57 (d, J = 8 Hz, NH), 4.04 (s, 3H), 4.03 - 3.93 (m, 
1H), 3.00 - 2.97 (m, 2H), 2.36 (s, 3H), 2.29 (td , J = 12 Hz, J = 2.8 Hz, 2H), 2.07 - 2.03 (m, 2H), 1.76 
(qd, J = 11.8 Hz, J = 3.8 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 161.8, 159.9 (d, J = 247.8 Hz), 146.5, 138.6, 137.2 (d, J = 3 Hz), 129.8 
(d, J = 8.3 Hz), 129.0 (d, J = 4.2 Hz), 128.1, 124.6 (d, J = 3.7 Hz), 120.5 (d, J = 14.1 Hz), 118.8 (d, J = 
11.5 Hz), 116.0 (d, J = 21.6 Hz), 54.2, 46.5, 45.3, 38.5, 31.6 
 
3-(2-Fluorophenyl)-N,N,1-trimethyl-thieno[2,3-
c]pyrazole-5-carboxamide (102) 
 
N
O
S
N
N
F
 
Purified by precipitation in MeCN 
White solid 
153 mg – 99% 
tR = 2.5 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 304 
Purity (215 nm) 100% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.99 (td, J = 7.5, J = 1.6, 1H), 7.47 (d, J = 3.9, 1H), 7.43 - 7.35 (m, 1H), 
7.30 - 7.18 (m, 2H), 4.05 (s, 3H), 3.23 (brs, 6H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 164.1, 159.7 (d, J = 246.3 Hz), 146.1, 138.5, 136.1 (d, J = 2.4 Hz), 129.7 
(d, J = 7.2 Hz), 129.1 (d, J = 3.6 Hz), 128.2, 124.5 (d, J = 2.4 Hz), 121.3 (d, J = 14.4 Hz), 120.6 (d, J = 
13.2 Hz), 116.0 (d, J = 22.9 Hz), 38.4, 20.4 
 
(4-Benzylpiperazin-1-yl)-[3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-
thieno[2,3-c]pyrazol-5-yl]methanone (103) 
 
N
O
S
N
N
F
N
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
100 mg – 62% 
tR = 4.65 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 435 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.00 (td, J = 7.5 Hz, J = 1.7 Hz, 1H), 7.44 - 7.34 (m, 6H), 7.33 - 7.18 (m, 
3H), 4.05 (s, 3H), 3.82 (t, J = 5.0 Hz, 4H), 3.58 (s, 2H), 2.54 (t, J = 5.1 Hz, 4H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 163.1, 159.8 (d, J = 252.4 Hz), 146.0, 138.3, 138.1, 134.9 (d, J = 3.3 Hz), 
129.7 (d, J = 8.2 Hz), 129.1, 129.0, 128.3, 127.9, 127.1, 124.6 (d, J = 3.3 Hz), 120.6 (d, J = 16.6 Hz), 
118.8 (d, J = 11.5 Hz), 116.0 (d, J = 24.9 Hz), 62.7, 53.0, 45.7, 38.5 
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3-(2-Fluorophenyl)-1-methyl-N-phenyl-thieno[2,3-
c]pyrazole-5-carboxamide (104) 
 
N
H
O
S
N
N
F
 
Purified by precipitation in MeCN 
White solid 
100 mg – 61% 
tR = 3.17 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 352 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.02 (td, J = 7.6 Hz, J = 1.7 Hz, 1H), 7.93 (brs, NH), 7.44 (d, J = 3.9 Hz, 
1H), 7.67 - 7.64 (m, 2H), 7.44 - 7.36 (m, 3H), 7.30 - 7.16 (m, 3H), 4.06 (s, 3H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 160.7, 159.9 (d, J = 246 Hz), 146.8, 138.8, 137.8, 137.0 (d, J = 2.5 Hz), 
129.8 (d, J = 8.6 Hz), 129.0, 128.9, 128.1, 124.6 (d, J = 3.3 Hz), 124.4, 120.3 (d, J = 13.3 Hz), 120.2, 
119.6 (d, J = 13.8 Hz), 115.7 (d, J = 22.1 Hz), 38.5 
 
N-benzyl-3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-
c]pyrazole-5-carboxamide (105) 
 
N
H
O
S
N
N
F
 
Purified by precipitation in MeCN 
White solid 
71 mg – 61% 
tR = 3.05 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 366 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.00 (td, J = 7.8 Hz, J = 1.7 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 7.41 - 7.3 
(m, 6H), 7.29 - 7.16 (m, 2H), 6.51 (brs, NH), 4.63 (d, J = 5.82 Hz, 2H), 4.05 (s, 3H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.4, 159.7 (d, J = 249.4 Hz), 146.6, 138.6, 138.4, 136.6 (d, J = 3.1 Hz), 
129.7 (d, J = 8.7 Hz), 129.0 (d, J = 4.1 Hz), 128.6, 127.9 (d, J = 24 Hz), 127.8, 127.4, 124.5 (d, J = 3.1 
Hz), 120.4 (d, J = 13.3 Hz), 119.0 (d, J = 13.8 Hz), 116.0 (d, J = 22.0 Hz), 43.9, 38.4 
 
Final product 106 
N
N
S
OOH
F
N
N
S
ON
F
H
HHOBt (0.3 eq) 
HBTU (1.3 eq)
DIEA (4 eq)
57
DMF
2 h - RT
106
Yield= 96%
NH4Cl (6 eq)
 
Synthesis of the 3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (106) 
Ammonium chloride (6 eq) was added to a solution of 3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-
c]pyrazole-5-carboxylic acid 57 (1 eq), HOBt (0.3 eq), HBTU (1.3 eq) and DIEA (4 eq) in DMF on 
molecular sieves (C = 0.5 M). The reaction mixture was stirred at RT for 2 hours. DMF was then 
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evaporated under reduced pressure. The residue was dissolved in EtOAc, washed with saturated 
NaHCO3 aq (3x), HClaq 1 N (3x) and brine (1x). The organic phase was then dried over MgSO4 and 
concentrated to dryness to give 3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide 
(106) as an orange oil (53 mg, 96%). 
 
3-(2-Fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carboxamide (106) 
 
N
O
S
N
N
F
H
H
 
Orange oil 
53 mg – 96% 
tR = 2.7 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 276 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 8.13 (s, NH), 7.95 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 7.90 (td, J = 7.8 Hz, J = 1.7 Hz, 
1H), 7.51 - 7.30 (m, 3H + NH), 4.03 (s, 3H) 
13
C-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 164.5, 159.6 (d, J = 236.9 Hz), 141.3, 138.4, 137.8, 129.7 (d, J = 8.6 
Hz), 129.1 (d, J = 3.4 Hz), 128.3, 124.5 (d, J = 3.4 Hz), 120.6 (d, J = 13.5 Hz), 118.6, 116.0 (d, J = 
21.7 Hz), 38.4, 36.6 
 
Synthesis of the final products 110 to 112 and 115 
Intermediates 107 to 109 
N
N
S
OOH
F
N
N
S
ON
F
R
X
Cl
X
Cl N
H
R
HOBt (0.3 eq)
HBTU (1.3 eq)
DIEA (4 eq)
57
DMF
12 h - RT
107 - 109
Yield> 93%
(1.2 eq)
 
General procedure for the synthesis of the intermediates 107 to 109 
The corresponding chlorinated amine (1.2 eq) was added to a solution of 3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-
thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxylic acid 57 (1 eq), HOBt (0.3 eq), HBTU (1.3 eq) and DIEA (4 eq) in 
DMF on molecular sieves (C = 0.5 M).  The reaction mixture was stirred at RT overnight. DMF was 
then evaporated under reduced pressure. The residue was dissolved in EtOAc, washed with saturated 
NaHCO3 aq (3x), HClaq 1 N (3x) and brine (1x). The organic phase was then dried over MgSO4 and 
concentrated in vacuo to give the desired (107 to 109) product which was used without further 
purification in the next step. 
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N-(2-chloroethyl)-3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-
thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (107) 
 
N
H
O
S
N
N
F
Cl
 
Brown oil 
126 mg – 93% 
tR = 3.05 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 338 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.94 (t, J = 5.9 Hz, NH), 8.00 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 7.92 (td, J = 7.7 Hz, J = 
1.7 Hz, 1H), 7.51 - 7.30 (m, 3H), 4.03 (s, 3H), 3.73 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 3.57 (q, J = 5.8 Hz, 2H) 
 
N-(4-chlorobut-2-ynyl)-3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-
thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (108) 
 
N
H
O
S
N
N
F
Cl
 
Yellow oil 
267 mg – 99% 
tR = 4.72 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 461 
Purity (215 nm) 85% 
 
No NMR was carried out due to the purity < 95%. Product will be purified at the final step. 
N-(3-chloropropyl)-3-(2-fluorophenyl)-N,1-dimethyl-
thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (109) 
 
N
O
S
N
N
F
Cl
 
Brown oil 
145 mg – 99% 
tR = 3.2 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 366 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.01 (td, J = 7.8 Hz, J = 2.0 Hz, 1H), 7.50 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 7.44 - 7.36 
(m, 1H), 7.31 - 7.19 (m, 2H), 4.06 (s, 3H), 3.73 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 3.66 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 3.31 (brs, 
3H), 2.19 (quint, J = 6.6 Hz, 2H) 
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Final products 110 to 112 and 115 
N
N
S
ON
F
R
X
Cl
NH
N
N
N
S
ON
F
R
X
N
N
107 - 109
DIEA (3 eq)
MeCN
12 h - reflux
110 - 112
Yield= 3% - 58%
(1.1 eq)
 
General procedure for the synthesis of the final products 110 to 112 
1-Benzylpiperazine (1.1 eq) was added to a solution of the appropriate chlorinated compound (107 to 
109) (1 eq) in MeCN (C = 0.5 M). The reaction mixture was refluxed for 12 hours. The solution was 
allowed to come back to RT and MeCN was evaporated under reduced pressure. The residue was 
dissolved in EtOAc, washed with saturated NaHCO3aq (3x) and brine (1x). The organic phase was 
dried over MgSO4 and concentrated under vacuum. The residue was purified either by preparative 
HPLC (Waters-2, MeCN/(H2O-HCO2
-
NH4
+
 pH 9.2), 10/90 to 100/0, 30 min) or by precipitation in 
MeCN to give the desired compound (110 to 112). 
 
N-[2-(4-benzylpiperazin-1-yl)ethyl]-3-(2-fluorophenyl)-1-
methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (110) 
 
N
H
O
S
N
N
F
N
N
 
Purified by preparative HPLC 
Yellow oil 
5 mg – 3% 
tR = 3.18 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 478 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.02 (td, J = 8.1 Hz, J = 2.0 Hz, 1H), 7.6 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 7.46 - 7.22 
(m, 8H), 6.9 (brs, NH), 4.05 (s, 3H), 3.54 - 3.49 (m, 4H), 2.64 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 2.64 (brs, 8H) 
 
N-[4-(4-benzylpiperazin-1-yl)but-2-ynyl]-3-(2-
fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carboxamide (111) 
 
N
H
O
S
N
N
F
N
N
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
182 mg – 58% 
tR = 4.03 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 502 
Purity (215 nm) 99% 
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1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.01 (td, J = 8.7 Hz, J = 1.8 Hz, 1H), 7.74 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 7.43 - 7.18 
(m, 8H), 7.08 (t, J = 5 Hz, NH), 4.28 - 4.25 (m, 2H), 4.04 (s, 3H), 3.60 (s, 2H), 3.33 (t, J = 2.0 Hz, 
2H), 2.68 - 2.55 (m, 8H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.2, 159.7 (d, J = 249 Hz), 146.6, 138.7, 137.0, 136.2 (d, J = 3.6 Hz), 
129.7 (d, J = 8.6 Hz), 129.4, 129.0 (d, J = 3.9 Hz), 128.3, 128.2, 127.4, 124.6 (d, J = 3.2 Hz), 120.4 (d, 
J = 13.4 Hz), 119.7 (d, J = 13.9 Hz), 116.0 (d, J = 22 Hz), 80.8, 78.3, 62.4, 52.5, 51.2, 46.8, 38.5, 29.8 
 
N-[3-(4-benzylpiperazin-1-yl)propyl]-3-(2-fluorophenyl)-
N,1-dimethyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (112) 
 
N
O
S
N
N
F
N
N
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
60 mg – 25% 
tR = 5.78 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 506 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.01 (td, J = 7.7 Hz, J = 1.8 Hz, 1H), 7.49 (d J = 3.9 Hz, 1H), 7.44 - 7.19 
(m, 8H), 4.06 (s, 3H), 3.63 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.55 (s, 2H), 3.27 (brs, 3H), 2.68 - 2.57 (m, 10H), 1.94 
(quint, J = 7.3 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 164.0, 159.8 (d, J = 248.4 Hz), 146.0, 138.5, 137.2, 136.4, 129.7 (d, J = 
8.6 Hz,), 129.3, 129.0 (d, J = 3.6 Hz), 128.3, 128.2, 127.3, 124.6 (d, J = 3.6 Hz), 120.6 (d, J = 13.6 
Hz), 119.2 (d, J = 13.3 Hz), 116.0 (d, J = 22.3 Hz), 62.2, 54.9, 52.3, 51.8, 47.7, 38.5, 25.1, 22.3 
 
N
N
S
O
F
NH
Cl
NH
N
N
S
O
F
NH
N
107 
DIEA (3 eq)
MeCN
12 h - reflux
115
Yield= 32% 
(1.1 eq)
 
Synthesis of the N-[2-(3,5-dimethyl-1-piperidyl)ethyl]-3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-
c]pyrazole-5-carboxamide (115) 
3,5-Dimethylpiperidine (1.1 eq) was added to a solution of N-(2-chloroethyl)-3-(2-fluorophenyl)-1-
methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (107, 1 eq) in MeCN (C = 0.5 M). The reaction mixture 
was refluxed for 12 hours. The solution was cooled to RT and MeCN was evaporated under reduced 
pressure. The residue was dissolved in EtOAc, washed with saturated NaHCO3aq (3x) and brine (1x). 
The organic phase was dried over MgSO4 and concentrated under vacuum. The residue was purified 
by precipitation in MeCN to give N-[2-(3,5-dimethyl-1-piperidyl)ethyl]-3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-
thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (115) as a white solid (71 mg, 32%). 
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N-[2-(3,5-dimethyl-1-piperidyl)ethyl]-3-(2-fluorophenyl)-
1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (115) 
 
N
H
O
S
N
N
F
N
 
White solid 
71 mg – 32% 
tR = 3.88 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 415 
Purity (215 nm) 97% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.00 (td, J = 7.7 Hz, J = 1.7 Hz, 1H), 7.58 - 7.55 (m, 1H), 7.44 - 7.37 (m, 
1H), 7.31 - 7.18 (m, 2H), 6.89 (brs, NH), 4.05 (s, 3H), 3.53 - 3.47 (m, 2H), 2.9 - 2.85 (m, 2H), 2.56 (t, 
J = 5.9 Hz, 2H), 1.80 - 1.50 (m, 5H), 1.04 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 0.89 (d, J = 6.4 Hz, 5H), 0.65 - 0.52 (m, 
1H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.3, 159.7 (d, J = 247.6 Hz), 146.4, 138.5, 137.1 (d, J = 3.1 Hz), 129.7 
(d, J = 7.9 Hz), 129.0 (d, J = 4.5 Hz), 128.1, 124.5 (d, J = 3.4 Hz), 120.5 (d, J = 15.8 Hz), 118.9 (d, J = 
14.7 Hz), 116.0 (d, J = 22.5 Hz), 61.2, 56.4, 42.2, 38.4, 36.7, 31.3, 19.3 
 
Intermediate 114 
Cl
NH
2
O
O O O
O
Cl
N
H
Boc
TEA (1.1 eq)
DCM
4 h - RT
HCl
114
Yield= 93%
(1 eq)
 
Synthesis of the tert-butyl N-(2-chloroethyl)carbamate (114) 
TEA (1.1 eq) was added to a solution of 2-chloroethanaminehydrochloride (1 eq) in DCM (C = 1 M). 
The solution was stirred at RT. Then, a solution of tert-butoxycarbonyl tert-butyl carbonate (1 eq) in 
DCM (C = 1 M) was added and the reaction mixture was stirred at RT for 4 hours. The solvent was 
evaporated and the residue was dissolved in EtOAc, washed with HClaq 1 N (3x) and brine (1x). The 
organic phase was then dried over MgSO4 and concentrated to dryness to give tert-butyl N-(2-
chloroethyl)carbamate (114) as a yellow oil (835 mg, 93%) which was used without further 
purification in the next step. 
 
Tert-butyl N-(2-chloroethyl)carbamate (114)  
Cl
N
H
Boc  
Yellow oil 
835 mg – 93% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 7.06 (brs, NH), 3.55 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.21 (q, J = 6.3 Hz, 2H), 1.38 
(s, 9H) 
 
 
Partie expérimentale 
 
272 
 
Synthesis of the final products 116 to 137 
Final products 116 to 125 
 
N
N
S
OOH
F
N
N
S
O
F
NH
R
R NH
2
HOBt (0.3 eq)
HBTU (1.3 eq)
DIEA (4 eq)
57
DMF
12 h - RT 116 - 124
Yield= 5% - 96%
(1.2 eq)
 
General procedure for the synthesis of the final products 116 to 124 
The corresponding chlorinated amine (1.2 eq) was added to a solution of 3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-
thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxylic acid 57 (1 eq), HOBt (0.3 eq), HBTU (1.3 eq) and DIEA (4 eq) in 
DMF on molecular sieves (C = 0.5 M). The reaction mixture was stirred at RT overnight. DMF was 
then evaporated under reduced pressure. The residue was dissolved in EtOAc, washed with saturated 
NaHCO3 aq (3x), HClaq 1N (3x) and brine (1x). The organic phase was then dried over MgSO4 and 
concentrated in vacuo. The residue was purified either by preparative HPLC (Waters-2, MeCN/(H2O-
HCO2
-
NH4
+
 pH 9.2), 10/90 to 100/0, 30 min) or by precipitation in MeCN to give the desired 
compound (116 to 124). 
 
N-[3-(dimethylamino)propyl]-3-(2-fluorophenyl)-1-
methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (116) 
 
N
H
O
S
N
N
F
N
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
127 mg – 80% 
tR = 4.43 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 361 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.40 (brs, NH), 8.02 - 7.97 (m, 2H), 7.42 - 7.34 (m, 1H), 7.28 - 7.19 (m, 
2H), 4.03 (s, 3H), 3.55 - 3.49 (m, 2H), 3.06 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.71 (s, 6H), 2.08 (quint, J = 7.1 Hz, 
2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 163.2, 159.7 (d, J = 251.4 Hz), 144.5, 138.8, 137.1, 129.7 (d, J = 8.9 Hz), 
129.0, 128.4, 124.6, 120.6 (d, J = 14.3 Hz), 120.1 (d, J = 13.9 Hz), 116.1 (d, J = 23.7 Hz), 35.0, 42.7, 
36.9, 29.6, 24.3 
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Tert-butyl N-[3-[[3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-
c]pyrazole-5-carbonyl]amino]propyl]carbamate (117) 
 
N
H
O
S
N
N
F
N
H
Boc
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
90 mg – 52% 
tR = 3.17 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 433 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.00 (td, J = 7.6 Hz, J = 1.8 Hz, 1H), 7.76 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 7.41 - 7.34 
(m, 1H), 7.29 - 7.15 (m, 2H), 4.04 (s, 3H), 3.49 (dt, J = 6.1 Hz, 2H), 3.27 (dt J = 6.1 Hz, 2H), 1.72 (tt, 
J = 6.2 Hz, 2H), 1.49 (s, 9H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 176.3, 162.5, 159.8 (d, J = 259.6 Hz), 149.1, 146.4, 138.6, 129.6 (d, J = 
8.8 Hz), 129.0 (d, J = 4.4 Hz), 128.2, 124.5 (d, J = 3.3 Hz), 120.4, 119.0 (d, J = 14.3 Hz), 116.0 (d, J = 
21.9 Hz), 79.6, 38.4, 37.1, 35.8, 30.0, 28.1 
 
3-(2-Fluorophenyl)-N-(3-methoxypropyl)-1-methyl-
thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (118) 
 
N
H
O
S
N
N
F
O
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
110 mg – 79% 
tR = 5.05 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 348 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.02 (td, J = 7.7 Hz, J = 1.9 Hz, 1H), 7.55 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 7.42 - 7.35 
(m, 1H), 7.30 - 7.25 (m, 1H), 7.25 - 7.18 (m, 1H), 7.0 (brs, NH), 4.04 (s, 3H), 3.59 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 
3.55 (q, J = 6.3 Hz, J = 5.3 Hz, 2H), 3.43 (s, 3H), 1.90 (quint, J = 6.3 Hz, J = 5.7 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.2, 159.9 (d, J = 248.3 Hz), 146.4, 138.5, 137.2 (d, J = 3.5 Hz), 129.7 
(d, J = 8.7 Hz), 129.0 (d, J = 4.5 Hz), 128.1, 124.6 (d, J = 3.6 Hz), 120.5 (d, J = 12.6 Hz), 118.6 (d, J = 
15.2 Hz), 116.0 (d, J = 22 Hz), 72.1, 58.7, 39.1, 38.5, 29.0 
 
3-(2-Fluorophenyl)-1-methyl-N-[3-(2-oxopyrrolidin-1-
yl)propyl]thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (119) 
 
N
H
O
S
N
N
F
N
O
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
193 mg – 96% 
tR = 3.82 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 401 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.00 (td, J = 8.1 Hz, J = 2.0 Hz, 1H), 7.78 (brs, NH), 7.76 (d, J = 3.7 Hz, 
1H), 7.43 - 7.35 (m, 1H), 7.29 - 7.20 (m, 2H), 4.05 (s, 3H), 3.45 - 3.34 (m, 6H), 2.45 (t, J = 7.8 Hz, 
2H), 2.13 - 2.02 (m, 2H), 1.81 - 1.73 (m, 2H) 
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13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 176.2, 162.3, 159.6 (d, J = 245.8 Hz), 146.5, 138.6, 137.5 (d, J = 3.1 Hz), 
129.6 (d, J = 8.1 Hz), 129.0 (d, J = 4.5 Hz), 128.2, 124.5 (d, J = 3.6 Hz), 120.5 (d, J = 13.5 Hz), 119.2 
(d, J = 13.5 Hz), 116.0 (d, J = 21.6 Hz), 47.4, 39.5, 38.4, 35.6, 30.9, 26.3, 18.0 
 
3-(2-Fluorophenyl)-1-methyl-N-(3-
phenylpropyl)thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (120) 
 
N
H
O
S
N
N
F
 
Purified by precipitation in MeCN 
White solid 
114 mg – 58% 
tR = 5.28 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 394 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.00 (td, J = 7.4 Hz, J = 1.5 Hz, 1H), 7.43 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 7.41 - 7.36 
(m, 1H), 7.34 - 7.17 (m, 7H), 6.11 (brs, NH), 4.04 (s, 3H), 3.48 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 2.75 (t, J = 7.38 
Hz, 2H), 1.97 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.4, 159.8 (d, J = 247.7 Hz), 146.5, 141.7, 138.5, 137.0 (d, J = 3.2 Hz), 
129.7 (d, J = 8.3 Hz), 129.0 (d, J = 3.7 Hz), 128.4, 128.3, 128.1, 126.0, 124.5 (d, J = 2.8 Hz), 120.4 (d, 
J = 12.9 Hz), 118.7 (d, J = 13.7 Hz), 115.9 (d, J = 22.1 Hz), 39.8, 38.4, 33.4, 31.2 
 
3-(2-Fluorophenyl)-1-methyl-N-[3-(N-
methylanilino)propyl]thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carboxamide (121) 
 
N
H
O
S
N
N
F
N
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
191 mg – 90% 
tR = 5.25 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 423 
Purity (215 nm) 100% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.99 (td, J = 7.6 Hz, J = 1.7 Hz, 1H), 7.47 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 7.44 - 7.36 
(m, 1H), 7.30 - 7.19 (m, 4H), 6.82 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.40 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 6.46 (brs, NH), 4.04 (s, 
3H), 3.55 - 3.45 (m, 4H), 2.97 (s, 3H), 1.98 - 1.89 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.7, 159.7 (d, J = 248.7 Hz), 149.1, 146.5, 138.6, 136.8 (d, J = 2.3 Hz), 
129.7 (d, J = 8.4 Hz), 129.3, 129.0 (d, J = 4 Hz), 128.1, 124.5 (d, J = 3.1 Hz), 120.4 (d, J = 13.6 Hz), 
119.0 (d, J = 13.6 Hz), 117.2, 116.0 (d, J = 22.4 Hz), 113.1, 51.0, 38.7, 38.4, 38.3, 26.7 
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N-(3-cyclohexylpropyl)-3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-
thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (122) 
 
N
H
O
S
N
N
F
 
Purified by precipitation in MeCN 
White solid 
59 mg – 49% 
tR = 7.0 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 400 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.01 (td, J = 7.7 Hz, J = 1.6 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 7.42 – 7.36 
(m, 1H), 7.30 – 7.25 (m, 1H), 7.24 – 7.18 (m, 1H), 6.28 (brs, NH), 4.04 (s, 3H), 3.41 (q, J = 6.7 Hz, 
2H), 1.77 – 1.60 (m, 8H), 1.30 – 1.78 (m, 5H), 0.98 – 0.87 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.3, 159.8 (d, J = 244.1 Hz), 146.4, 138.5, 137.3 (d, J = 3.1 Hz), 139.7 
(d, J = 8.4 Hz), 129.0 (d, J = 4.1 Hz), 128.1, 124.5 (d, J = 3.1 Hz), 120.5 (d, J = 13.4 Hz), 118.5 (d, J = 
14.0 Hz), 116.0 (d, J = 21.7 Hz), 40.5, 38.5, 37.4, 34.7, 33.3, 27.3, 26.6, 26.4 
 
3-(2-Fluorophenyl)-N-(3-imidazol-1-ylpropyl)-1-methyl-
thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (123) 
 
N
H
O
S
N
N
F
N
N
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
64 mg – 42% 
tR = 4.6 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 384 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 8.72 (t, J = 5.6 Hz, NH), 7.96 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 7.92 (td, J = 7.7 Hz, 
J = 1.8 Hz, 1H), 7.66 (t, J = 1.2 Hz, 1H), 7.51 – 7.44 (m, 1H), 7.43 – 7.36 (m, 1H), 7.36 – 7.30 (m, 
1H,), 7.22 (t, J = 1.5 Hz, 1H), 6.90 (t, J = 1.4 Hz, 1H), 4.04 (s, 3H), 4.03 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 3.22 (dd, 
J = 5.6 Hz, J = 6.7 Hz, 2H), 1.97 (quint, J = 6.8 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.4, 159.6 (d, J = 248.4 Hz), 146.3, 138.4 (d, J = 5.6 Hz), 138.1, 137.8, 
130.7 (d, J = 8.4 Hz), 129.4 (d, J = 4.7 Hz), 128.9, 128.3, 125.4 (d, J = 3.4 Hz), 120.4 (d, J = 14.1 Hz), 
119.8, 119.5 (d, J = 13.1 Hz), 116.7 (d, J = 22.5 Hz), 44.2, 38.9, 37.1, 31.2 
 
3-(2-Fluorophenyl)-1-methyl-N-(3-
morpholinopropyl)thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide 
(124) 
 
N
H
O
S
N
N
F
N
O
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
8 mg – 5% 
tR = 4.67 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 403 
Purity (215 nm) 97% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.01 (td + brs, J = 7.7 Hz, J = 1.9 Hz, 1H + NH), 7.77 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 
7.44 - 7.37 (m, 1H), 7.31 - 7.27 (m, 1H), 7.26 - 7.20 (m, 1H), 4.06 (s, 3H), 3.84 (t, J = 4.7 Hz, 4H), 
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3.55 (q, J = 5.2 Hz, J = 6.5 Hz, 2H), 2.75 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.73 - 2.69 (m, 4H), 1.92 (quint, J = 6.5 
Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.6, 159.8 (d, J = 247.9 Hz), 146.5, 138.6, 137.5 (d, J = 3.1 Hz), 129.8 
(d, J = 8.7 Hz), 129.1 (d, J = 4 Hz), 128.2, 124.6 (d, J = 3.4 Hz), 120.6 (d, J = 12 Hz), 119.0 (d, J = 17 
Hz), 116.1 (d, J = 22 Hz), 65.9, 57.4, 53.3, 39.0, 38.5, 23.7 
 
N
N
S
ONH
N
F
H
Boc
N
N
S
ONH
N
+
F
H
H
H
Cl
117
HCl (4 M dans le dioxane) - 10 eq
Dioxane
3 h - RT
125
Yield= 70%
 
3-[[3-(2-Fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-carbonyl]amino]propylammonium chloride 
(125) 
At RT, tert-butyl-N-[3-[[3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-carbonyl]amino]propyl] 
carbamate (117) was dissolved in dioxane (2 mL). A solution of HCl 4 M in dioxane (10 eq) was 
slowly added. The reaction mixture was stirred at RT for 3 hours. The solid was filtered off and 
washed with petroleum ether to afford 3-[[3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carbonyl]amino]propylammonium chloride (125) as a white solid (44 mg, 70%).  
 
3-[[3-(2-Fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carbonyl]amino]propylammonium chloride (125) 
 
N
H
O
S
N
N
F
N
+H
H
H
Cl
 
White solid 
44 mg – 70% 
tR = 4.02 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 333 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 8.91 (t, J = 5.4 Hz, NH), 8.01 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 7.91 (td, J = 7.8 Hz, 
J = 1.5 Hz, 1H), 7.50 - 7.29 (m, 3H), 4.03 (s, 3H), 3.32 (dt, J = 6.0 Hz, J = 4.5 Hz, 2H), 2.83 (dt, J = 
6.0 Hz = 6.0 Hz, J = 4.1 Hz, 2H), 1.82 (tt, J = 6.5 Hz, J = 4.4 Hz, 2H) 
13
C-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 162.6, 159.5 (d, J = 247.7 Hz), 146.2, 138.2 (d, J = 2.3 Hz), 138.1, 
130.6 (d, J = 7.9 Hz), 129.4 (d, J = 4.5 Hz), 128.3, 125.3 (d, J = 3.4 Hz), 120.4 (d, J = 13.6 Hz), 119.8 
(d, J = 11.3 Hz), 116.6 (d, J = 21.5 Hz), 38.9, 37.2, 36.8, 27.8 
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Final products 126 to 137 
N
N
S
O
F
NH
Cl
R1
N
H
R2
N
N
S
O
F
NH
N
R2
R1
DIEA (3 eq)
MeCN
12 h - reflux
126 - 137
Yield= 16% - 67%
(1.1 eq)
67
 
General procedure for the synthesis of the final products 126 to 137 
The appropriate amine (1.1 eq) was added to a solution of N-(3-chloropropyl)-3-(2-fluorophenyl)-1-
methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (67) (1 eq) in MeCN (C = 0.5 M). The reaction mixture 
was refluxed for 12 hours. It was allowed to come back to RT and MeCN was evaporated under 
reduced pressure. The residue was dissolved in EtOAc, washed with saturated NaHCO3aq (3x) and 
brine (1x). The organic phase was dried over MgSO4 and concentrated under vacuum. The residue was 
purified either by preparative HPLC (Waters-2, MeCN/(H2O-HCO2
-
NH4
+
 pH 9.2), 10/90 to 100/0, 30 
min) or by precipitation in MeCN to give the desired compound (126 to 137). 
 
3-(2-Fluorophenyl)-1-methyl-N-[3-(4-phenylpiperazin-1-
yl)propyl]thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (126) 
 
N
H
O
S
N
N
F
N
N
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
31 mg – 16% 
tR = 6.02 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 478 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.28 (brs, NH), 7.97 - 7.91 (m, 1H), 7.58 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 7.27 - 7.21 
(m, 2H), 7.20 - 7.12 (m, 2H), 6.92 - 6.84 (m, 3H), 6.50 - 6.43 (m, 1H), 4.00 (s, 3H), 3.59 (q, J = 5.6 
Hz, 2H), 3.32 (t, J = 4.9 Hz, 4H), 2.72 (t, J = 5.0 Hz, 4H), 2.66 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 1.89 (quint, J = 5.8 
Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.2, 159.5 (d, J = 247.5 Hz), 151.3, 146.4, 137.4, 137.8 (d, J = 3.9 Hz), 
129.6 (d, J = 8.3 Hz), 129.1, 128.6 (d, J = 4.8 Hz), 128.0, 124.3 (d, J = 3.3 Hz), 120.2 (d, J = 13.3 Hz), 
119.2, 118.4 (d, J = 14.4 Hz), 116.0 (d, J = 21.6 Hz), 115.6, 59.1, 53.8, 48.8, 41.5, 38.4, 24.0 
 
3-(2-Fluorophenyl)-1-methyl-N-[3-(4-methylpiperazin-1-
yl)propyl]thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (127) 
 
N
H
O
S
N
N
F
N
N
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
135 mg – 57% 
tR = 4.39 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 416 
Purity (215 nm) 100% 
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1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.21 (t, J = 6.3 Hz, NH), 7.98 (td, J = 7.8 Hz, J = 1.9 Hz, 1H), 7.8 (d, J = 
3.8 Hz, 1H), 7.38 - 7.30 (m, 1H), 7.26 - 7.21 (m, 1H), 7.20 - 7.13 (m, 1H), 4.0 (s, 3H), 3.46 (t, J = 6.8 
Hz, 2H), 2.79 – 2.65 (m, 8H), 2.66 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.37 (s, 3H), 1.84 (quint, J = 6.8 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.8, 159.7 (d, J = 245.3 Hz), 146.5, 138.5, 137.7 (d, J = 3 Hz), 129.7 
(d, J = 7.8 Hz), 129.0 (d, J = 4.5 Hz), 128.3, 124.7 (d, J = 3 Hz), 120.5 (d, J = 13.5 Hz), 119.3 (d, J = 
12.6 Hz), 116.0 (d, J = 22 Hz), 55.9, 53.1, 51.2, 44.1, 38.9, 38.5, 24.9 
 
3-(2-Fluorophenyl)-1-methyl-N-[3-(1-
piperidyl)propyl]thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide 
(128) 
 
N
H
O
S
N
N
F
N
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
143 mg – 67% 
tR = 4.84 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 401 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.72 (brs, NH), 8.08 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 7.98 (td, J = 7.6 Hz, J = 1.8 Hz, 
1H), 7.40 - 7.32 (m, 1H), 7.28 - 7.23 (m, 1H), 7.22 - 7.16 (m, 1H), 4.0 (s, 3H), 3.49 (brs, 2H), 3.04 (t, 
J = 6.9 Hz, 2H), 2.98 (brs, 4H), 2.09 (quint, J = 6.8 Hz, 2H), 1.85 (quint, J = 5.6 Hz, 4H), 1.59 (brs, 
2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 163.3, 159.7 (d, J = 259 Hz), 146.5, 138.7, 137.4 (d, J = 3.2 Hz), 129.7 
(d, J = 8.1 Hz), 129.1 (d, J = 4 Hz), 128.5, 124.5 (d, J = 3.7 Hz), 120.5 (d, J = 14.6 Hz), 120.2 (d, J = 
12.8 Hz), 116.1 (d, J = 22 Hz), 54.2, 52.9, 38.4, 37.2, 23.5, 22.8, 22.3 
 
N-[3-(azepan-1-yl)propyl]-3-(2-fluorophenyl)-1-methyl-
thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (129) 
 
N
H
O
S
N
N
F
N
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
110 mg – 37% 
tR = 3.52 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 415 
Purity (215 nm) 95% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.71 (bs, NH), 8.03 - 7.98 (m, 2H), 7.43 - 7.35 (m, 1H), 7.29 - 7.19 (m, 
2H), 4.04 (s, 3H), 3.52 (brs, 2H), 3.07 - 2.99 (m, 6H), 2.06 - 1.99 (2H), 1.85 (brs, 4H), 1.70 (brs, 4H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 163.1, 159.7 (d, J = 249.1 Hz), 146.5, 138.7, 137.5 (d, J = 3.2 Hz), 129.6 
(d, J = 7.1 Hz), 129.0 (d, J = 4.3 Hz), 128.4, 124.5 (d, J = 3.5 Hz), 120.5 (d, J = 13.3 Hz), 119.8 (d, J = 
13.3 Hz), 116.1 (d, J = 22 Hz), 54.6, 54.3, 38.4, 38.0, 27.0, 24.2, 24.1 
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N-[3-(3,4-dihydro-1H-isoquinolin-2-yl)propyl]-3-(2-
fluorophenyl)-1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-
carboxamide (130) 
 
N
H
O
S
N
N
F
N
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
84 mg – 26% 
tR = 3.92 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 449 
Purity (215 nm) 95% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.36 (brs, NH), 7.91 (td, J = 7.7 Hz, J = 1.7 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 3.8 Hz, 
1H), 7.42 - 7.35 (m, 1H), 7.28 - 7.14 (m, 2H), 7.0 - 6.99 (m, 4H), 3.92 (s, 3H), 3.79 (s, 2H), 3.03 - 2.99 
(m, 2H), 2.94 - 2.89 (m, 2H), 2.84 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.70 (brs, 2H), 1.95 (quint, J = 5.9 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.3, 159.8 (d, J = 248.8 Hz), 146.1, 138.5, 136.8 (d, J = 3 Hz), 133.7 
(d, J = 15.4 Hz), 129.6 (d, J = 8.8 Hz), 129.0 (d, J = 3.3 Hz), 128.5, 126.4 (d, J = 6.6 Hz), 125.7, 124.4 
(d, J = 3.3 Hz), 120.5 (d, J = 13.6 Hz), 119.3 (d, J = 13.6 Hz), 116.1 (d, J = 21.7 Hz), 57.4, 55.5, 51.0, 
40.4, 38.3, 28.6, 24.5 
 
N-[3-(1-adamantylamino)propyl]-3-(2-fluorophenyl)-1-
methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (131) 
 
H
H
H
NH N
H
O
S
N
N
F
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
95 mg – 35% 
tR = 4.37 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 467 
Purity (215 nm) 95% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.99 (brs, NH), 7.97 (td, J = 7.6 Hz, J = 1.8 Hz, 1H), 7.62 (d, J = 3.8 Hz, 
1H), 7.42 - 7.34 (m, 1H), 7.29 - 7.14 (m, 2H), 4.05 (s, 3H), 3.55 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 2.90 (t, J = 5.5 Hz, 
2H), 2.09 - 2.094 (m, 3H), 1.80 - 1.60 (m, 14H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.1, 159.7 (d, J = 248 Hz), 146.4, 138.5, 138.2 (d, J = 2.7 Hz), 129.6 
(d, J = 8.5 Hz), 129.1 (d, J = 4.1 Hz), 128.3, 124.5 (d, J = 3.6 Hz), 120.6 (d, J = 13.7 Hz), 118.2 (d, J = 
12.6 Hz), 115.8 (d, J = 22 Hz), 51.4, 42.2, 41.1, 40.1, 38.4, 36.5, 29.6, 28.2 
 
N-[3-(4-benzyl-1-piperidyl)propyl]-3-(2-fluorophenyl)-1-
methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (132) 
 
N N
H
O
S
N
N
F
 
Purified by preparative HPLC 
Yellow solid 
94 mg – 37% 
tR = 6.1 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 491 
Purity (215 nm) 97% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.56 (brs, NH), 8.03 (td, J = 7.7 Hz, J = 1.9 Hz, 1H), 7.80 (d, J = 3.9 Hz, 
1H), 7.42 - 7.35 (m, 1H), 7.3 - 7.21 (m, 4H), 7.2 - 7.16 (m, 1H), 7.06 - 7.03 (m, 2H), 4.06 (s, 3H), 3.54 
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(brs, 2H), 3.15 (brs, 2H), 2.69 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.43 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 2.11 - 2.04 (m, 2H), 1.87 
(quint, J = 6.1 Hz, 2H), 1.73 - 1.66 (m, 2H), 1.64 - 1.51 (m 1H), 1.5 - 1.35 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.6, 159.9 (d, J = 250 Hz), 146.4, 140.4, 138.5, 137.9 (d, J = 3 Hz), 
129.7 (d, J = 9 Hz), 129.1 (d, J = 5 Hz), 128.9, 128.3, 128.1, 125.8, 124.6 (d, J = 3 Hz), 120.7 (d, J = 
15 Hz), 118.9 (d, J = 14 Hz), 116.1 (d, J = 22 Hz), 57.5, 53.6, 42.6, 40.0, 38.4, 37.6, 31.2, 24.1 
 
3-(2-Fluorophenyl)-1-methyl-N-[3-(4-phenyl-1-
piperidyl)propyl]thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide 
(133) 
 
N N
H
O
S
N
N
F
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
98 mg – 42% 
tR = 4.47 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 477 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.51 (brs, NH), 8.09 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 8.02 (td, J = 7.6 Hz, J = 1.5 Hz, 
1H), 7.42 - 7.17 (m, 8H), 4.04 (s, 3H), 3.60 - 3.56 (m, 4H), 3.10 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.78 - 2.64 (m, 
3H), 2.28 - 2.12 (m, 4H), 2.03 - 1.98 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 163.2, 159.8 (d, J = 247.8 Hz), 146.5, 143.9, 138.7, 137.3 (d, J = 3.4 Hz), 
129.6 (d, J = 9.3 Hz), 129.0 (d, J = 5.1 Hz), 128.6, 128.5, 126.8, 126.7, 124.4 (d, J = 3.4 Hz), 120.5 (d, 
J = 13.4 Hz), 120.2 (d, J = 12.7 Hz), 116.1 (d, J = 23.5 Hz), 54.5, 53.0, 40.7, 38.4, 37.3, 30.2, 23.7 
 
3-(2-Fluorophenyl)-1-methyl-N-[3-(4-methyl-1-
piperidyl)propyl]thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide 
(134) 
 
N N
H
O
S
N
N
F
 
Purified by precipitation in MeCN 
White solid 
35 mg – 17% 
tR = 4.3 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 415 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.58 (brs, NH), 7.99 (td, J = 7.5 Hz, J = 1.7 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 3.9 Hz, 
1H), 7.42 - 7.35 (m, 1H), 7.30 - 7.24 (m, 1H), 7.23 - 7.17 (m, 1H), 4.05 (s, 3H), 3.46 (q, J = 5.6 Hz, 
2H), 3.04 - 3.0 (m, 2H), 2.55 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 1.97 - 1.89 (m, 2H), 1.82 - 1.74 (m, 2H), 1.68 - 1.63 
(m, 2H), 1.43 - 1.21 (m, 3H), 0.77 (d, J = 6.1 Hz, 3H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.2, 159.9 (d, J = 248.2 Hz), 146.4, 138.5, 138.1 (d, J = 2.9 Hz), 129.6 
(d, J = 8.1 Hz), 129.1 (d, J = 4.1 Hz), 128.1, 124.6 (d, J = 3.5 Hz), 120.7 (d, J = 13.4 Hz), 118.3 (d, J = 
13.4 Hz), 116.1 (d, J = 22 Hz), 59.4, 54.5, 41.6, 38.5, 34.5, 30.9, 24.2, 21.4 
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N-[3-[benzyl(methyl)amino]propyl]-3-(2-fluorophenyl)-
1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (135) 
 
N N
H
O
S
N
N
F
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
156 mg – 49% 
tR = 3.83 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 437 
Purity (215 nm) 97% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.29 (brs, NH), 8.00 (td, J = 7.6 Hz, J = 1.8 Hz, 1H), 7.75 (d, J = 3.7 Hz, 
1H), 7.42 - 7.35 (m, 3H), 7.34 - 7.16 (m, 5H), 4.04 (s, 3H), 3.92 (s, 2H), 3.55 - 3.48 (m, 2H), 2.92 (t, J 
= 6.7 Hz, 2H), 2.52 (s, 3H), 2.08 - 1.99 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 162.9, 160.0 (d, J = 249.5 Hz), 146.5, 138.7, 137.1 (d, J = 2.9 Hz), 132.4, 
130.5, 129.6 (d, J = 8.5 Hz), 129.0 (d, J = 3.8 Hz), 128.8 (d, J = 3 Hz), 128.7, 128.3, 124.5 (d, J = 3.2 
Hz), 120.5 (d, J = 13.2 Hz), 119.7 (d, J = 13.2 Hz), 116.1 (d, J = 21.9 Hz), 60.7, 54.0, 39.8, 38.4, 38.2, 
24.3 
 
N-[3-(cyclohexylamino)propyl]-3-(2-fluorophenyl)-1-
methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (136) 
 
NH N
H
O
S
N
N
F
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
70 mg – 23% 
tR = 3.87 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 415 
Purity (215 nm) 97% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.81 (brs, NH), 8.67, 8.00 - 7.93 (m, 1H), 7.90 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 7.42 - 
7.29 (m, 1H), 7.27 - 7.11 (m, 2H), 4.37 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 4.02 (s, 3H), 3.58 - 3.49 (m, 2H), 2.85 - 
2.74 (m, 1H), 2.11 - 1.99 (m, 4H), 1.80 - 1.80 74 (m, 2H), 1.63 - 1.58 (m, 1H), 1.45 - 1.09 (5H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 163.3, 158.0 (d, J = 250 Hz), 146.48, 138.2, 136.0, 129.4, 128.9, 128.1, 
124.4, 120.4, 118.7, 115.8 (d, J = 22 Hz), 57.0, 42.6, 38.4, 37.6, 30.1, 26.4, 25.2, 24.6 
 
N-[3-(4-benzyl-1-piperidyl)propyl]-3-(3-methoxyphenyl)-
1-methyl-thieno[2,3-c]pyrazole-5-carboxamide (137) 
 
N N
H
O
S
N
N
O
 
Purified by preparative HPLC 
White solid 
110 mg – 44% 
tR = 4.93 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 503 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.51 (brs, NH), 8.36 (s, 1H), 7.58 (dt, J = 7.7 Hz, J = 0.8 Hz, 1H), 7.55 - 
7.53 (m, 1H), 7.40 (t, J = 8 Hz, 1H), 7.35 - 7.29 (m, 2H,), 7.26 - 7.22 (m, 1H), 7.19 - 7.16 (m, 2H), 
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6.93 (td, J = 8.1 Hz, J = 2.6 Hz, 1H), 4.02 (s, 3H), 3.92 (s, 3H), 3.52 - 3.48 (m, 4H), 3.10 (t, J = 7.2 
Hz, 2H), 2.63 - 2.56 (m, 4H), 2.17 - 2.09 (m, 2H), 1.85 - 1.69 (m, 5H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 163.3, 160.1, 147.0, 143.5, 139.4, 137.6, 134.2, 129.8, 129.0, 128.4, 
127.3, 126.3, 119.3, 118.4, 114.0, 111.1, 55.4, 53.7, 52.6, 41.9, 38.3, 36.9, 36.2, 28.6, 23.5 
 
III. Chapter II: synthesis of compounds 138 to 196 
 
Synthesis of the final products 138 to 142 
N
H
O
O
N
N
H
O
O
O
O
NH
OH
+
[bmim]BF4
µW
20 min - 60 °C
138
Yield= 88%  
Synthesis of the (6aS)-6a,7,8,9-tetrahydro-5H-pyrrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepine-6,11-dione (138) 
A solution of isatoic anhydride (1 mmol, 1 eq) and L-proline (1 mmol, 1 eq) in [bmim]BF4 (2 mL) was 
heated under microwave irradiation for 20 minutes at 60 °C. The reaction mixture was allowed to 
come back to RT and water was added. The solid formed was filtered off and washed with water to 
give (6aS)-6a,7,8,9-tetrahydro-5H-pyrrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepine-6,11-dione (138) as a white 
solid (190 mg, 88%). 
 
(6aS)-6a,7,8,9-Tetrahydro-5H-pyrrolo[2,1-
c][1,4]benzodiazepine-6,11-dione (138) 
 
N
H
O
O
N
 
White solid 
190 mg – 88% 
tR = 2.04 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 217 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.80 (brs, NH), 7.98 (dd, J = 7.8 Hz, J = 1.5 Hz, 1H), 7.52 (ddd, J = 8.0 
Hz, J = 7.3 Hz, J = 1.5 Hz, 1H), 7.29 (ddd, J = 7.9 Hz, J = 7.3 Hz, J = 1.2 Hz, 1H), 7.09 (dd, J = 8.0 
Hz, J = 1.1 Hz, 1H), 4.12 - 4.08 (m, 1H), 3.81 - 3.73 (m, 1H), 3.63 - 3.54 (m, 1H), 2.78 - 2.68 (m, 1H), 
2.13 - 1.96 (m, 3H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 171.3, 165.1, 135.5, 132.3, 130.9, 127.2, 124.7, 121.1, 56.6, 47.2, 26.2, 
23.5 
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N
H
O
O
N
N
H
O
O
O
O
NH
OH
+
[bmim]BF4
µW
30 min - 70 °C
139
Yield= 72%  
Synthesis of the (6aS)-6a,9-dihydro-5H-pyrrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepine-6,11-dione (139) 
A solution of isatoic anhydride (0.5 mmol, 1 eq) and (2S)-2,5-dihydro-1H-pyrrole-2-carboxylic acid 
(0.5 mmol, 1 eq) in [bmim]BF4 (1 mL) was heated under microwave irradiation for 30 minutes at 70 
°C. The reaction mixture was cooled to RT and water was added. The resulting solution was extracted 
with EtOAc (3x). The combined organic layers were washed with brine (1x) dried over MgSO4 and 
concentrated in vacuo. The residue was purified by flash chromatography (cHex to cHex/EtOAc 5/5) 
to give (6aS)-6a,9-dihydro-5H-pyrrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepine-6,11-dione (139) as a white solid 
(77 mg, 72%). 
 
(6aS)-6a,9-Dihydro-5H-pyrrolo[2,1-
c][1,4]benzodiazepine-6,11-dione (139) 
 
N
H
O
O
N
 
White solid 
77 mg – 72% 
tR = 2.1 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 214 
Purity (215 nm) 96% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.13 (brs, 1H), 8,01 (dd, J = 7.9 Hz, J = 1.6 Hz, 1H), 7.55 (ddd, J = 8.0 
Hz, J = 7.4 Hz, J = 1.6 Hz, 1H), 7.32 (ddd, J = 7.9 Hz, J = 7.4 Hz, J = 1.1 Hz, 1H), 7.07 (dd, J = 8.0 
Hz, J = 1.1 Hz, 1H), 6.21 - 6.17 (m, 1H), 6.05 - 6.00 (m, 1H), 4.93 - 4.89 (m, 1H), 4.62 - 4.55 (m, 1H), 
4.42 - 4.33 (m, 1H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 170.9, 164.7, 135.4, 132.5, 131.1, 128.1, 126.3, 125.0, 124.1, 121.0, 
63.5, 54.1 
N
H
O
O
N
N
H
O
O
O
O
OH
NH
+
[bmim]BF4
µW
30 min - 70 °C
140
Yield= 57%  
Synthesis of the (6aS)-5,6a,7,8,9,10-hexahydropyrido[2,1-c][1,4]benzodiazepine-6,12-dione (140) 
A solution of isatoic anhydride (0.2 mmol, 1 eq) and (2S)-piperidine-2-carboxylic acid (0.2 mmol, 1 
eq) in [bmim]BF4 (1 mL) was heated under microwave irradiation for 30 minutes at 70 °C. The 
reaction mixture was cooled to RT and water was added. The resulting solution was extracted with 
EtOAc (3x). The combined organic layers were washed with brine (1x) dried over MgSO4 and 
concentrated in vacuo. The residue was purified by flash chromatography (DCM to DCM/EtOAc 7/3) 
to give (6aS)-5,6a,7,8,9,10-hexahydropyrido[2,1-c][1,4]benzodiazepine-6,12-dione (140) as a white 
solid (46 mg, 57%). 
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(6aS)-5,6a,7,8,9,10-Hexahydropyrido[2,1-
c][1,4]benzodiazepine-6,12-dione (140) 
 
N
H
O
O
N
 
White solid 
46 mg – 57% 
tR = 3.17 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 231 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.43 (brs, NH), 7.89 (dd, J = 7.9 Hz, J = 1.6 Hz, 1H), 7.49 (ddd, J = 8.0 
Hz, J = 7.4 Hz, J = 1.6 Hz, 1H), 7.28 (ddd, J = 7.8 Hz, J = 7.4 Hz, J = 1.1 Hz, 1H), 7.02 (dd, J = 8.0 
Hz, J = 1.0 Hz, 1H), 4.54 - 4.47 (m, 1H), 4.20 - 4.17 (m, 1H), 3.04 - 2.93 (m, 1H), 2.29 - 2.20 (m, 1H), 
2.04 - 1.53 (m, 5H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 171.7, 168.2, 135.9, 131.9, 131.0, 127.8, 124.8, 120.3, 51.1, 40.1, 23.3, 
22.7, 19.2 
 
N
H
O
O
N
N
H
O
O
O
O
OH
NH
+
[bmim]BF4
µW
40 min - 70 °C
141
Yield= 44%  
Synthesis of the (6aS)-6a,7,8-azetidin[2,1-c][1,4]benzodiazepine-6,10-dione (141) 
A solution of isatoic anhydride (0.5 mmol, 1 eq) and (2S)-2-(ethylamino)propanoic acid (0.5 mmol, 1 
eq) in [bmim]BF4 (1 mL) was heated under microwave irradiation for 40 minutes at 70 °C. The 
reaction mixture was cooled to RT and water was added. The resulting solution was extracted with 
EtOAc (3x). The combined organic layers were washed with brine (1x) dried over MgSO4 and 
concentrated in vacuo. The residue was purified by flash chromatography (DCM to DCM/EtOAc 6/4) 
to give (6aS)-6a,7,8-azetidin[2,1-c][1,4]benzodiazepine-6,10-dione (141) as a white solid (44 mg, 
44%). 
 
(6aS)-6a,7,8-Azetidin[2,1-c][1,4]benzodiazepine-6,10-
dione (141) 
 
N
H
O
O
N
 
White solid 
44 mg – 44% 
tR = 2.07 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 203 
Purity (215 nm) 96% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.02 (brs, NH), 8.0 (dd, J = 7.9 Hz, J = 1.7 Hz, 1H), 7.53 (ddd, J = 8.0 
Hz, J = 7.3 Hz, J = 1.7 Hz, 1H), 7.30 (ddd, J = 7.8 Hz, J = 7.3 Hz, J = 1.1 Hz, 1H), 7.04 (dd, J 5 = 8.0 
Hz, J = 1.1 Hz, 1H), 4.76 - 4.71 (m, 1H), 4.24 - 4.11 (m, 2H), 2.94 - 2.83 (m, 1H), 2.65 - 2.53 (m, 1H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 172.2, 165.3, 135.6, 132.7, 130.7, 124.9, 124.6, 121.5, 59.2, 46.6, 18.5 
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N
H
O
O
N
N
H
O
O
O
O
OH
NH
+
[bmim]BF4
µW
40 min - 70 °C
142
Yield= 50%  
Synthesis of the 4-methyl-1,3-dihydro-1,4-benzodiazepine-2,5-dione (142) 
A solution of isatoic anhydride (0.5 mmol, 1 eq) and (2S)-2-(ethylamino)propanoic acid (0.5 mmol, 1 
eq) in [bmim]BF4 (1 mL) was heated under microwave irradiation for 40 minutes at 70 °C. The 
reaction mixture was allowed to come back to RT and water was added. The solid formed was filtered 
off and washed with water to give 4-methyl-1,3-dihydro-1,4-benzodiazepine-2,5-dione (142) as a 
white solid (48 mg, 50%). 
 
4-Methyl-1,3-dihydro-1,4-benzodiazepine-2,5-dione 
(142) 
 
N
H
O
O
N
 
White solid 
48 mg – 50% 
tR = 2.23 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 191 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.13 (brs, NH), 7.93 (dd, J = 7.9 Hz, J = 1.7 Hz, 1H), 7.50 (td, J = 7.9 Hz, 
J = 1.7 Hz, 1H), 7.29 (td, J = 7.9 Hz, J = 1.3 Hz, 1H), 7.02 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 3.89 (s, 2H), 2.36 (s, 
3H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 170.3, 167.0, 137.4, 132.4, 131.3, 126.6, 124.4, 121.2, 52.6, 36.3 
 
Synthesis of intermediates 145 to 150 
NH
2
O
OH
NH
O
OH
Boc
(Boc)2O (1.1 eq)
TEA (1.5 eq)
DCM
12 h - RT
145 - n = 0 - Yield= 80%
146 - n = 2 - Yield= 76%
(  )n
(  )n
 
General procedure for the synthesis of the intermediates 145 and 146 
TEA (1.5 eq) was added to a solution of the appropriate α-aminoacid (1-aminocyclopropanecarboxylic 
acid or 1-aminocyclopentanecarboxylic acid) (1 eq) in DCM (C = 0.5 M). The reaction mixture was 
stirred at RT and a solution of tert-butoxycarbonyl tert-butyl carbonate (1.1 eq) in DCM (C = 1 M) 
was added. The solution was stirred at RT for 12 hours. It was then concentrated in vacuo and the 
residue was dissolved in EtOAc, washed with HClaq 1N (3x) and brine (1x). The organic phase was 
then dried over MgSO4 and concentrated to dryness to give the appropriate compound (145 and 146) 
which was used without further purification in the next step. 
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1-(Tert-butoxycarbonylamino)cyclopropane carboxylic 
acid (145) 
 
NH
O
OH
Boc  
White solid 
202 mg – 80% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 4.7 (brs, NH), 1.35 - 1.27 (m, 2H), 1.28 (s, 9H), 1.25 - 1.19 (m, 2H) 
 
1-(Tert-butoxycarbonylamino)cyclopentane carboxylic 
acid (146) 
 
NH
O
OH
Boc  
White solid 
445 mg – 76% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 4.92 (brs, NH), 2.23 - 2.13 (m, 2H), 1.93 - 1.74 (m, 6H), 1.43 (s, 9H) 
 
NH
O
OH
Boc
N
O
OH
Boc
MeI (8 eq)
NaH (4.7 eq)
THF anhydre
36 h - RT
145 - n = 0 
146 - n = 2 
147 - n = 0 - Yield= 70%
148 - n = 2 - Yield= 67%
(  )n (  )n
 
General procedure for the synthesis of the intermediates 147 and 148 
A solution of the appropriate protected α-aminoacid (1-(tert-butoxycarbonylamino)cyclopropane 
carboxylic acid (145) or 1-(tert-butoxycarbonylamino)cyclopentane carboxylic acid (146)) (1 eq) and 
iodomethane (8 eq) in dry THF (C = 0.3 M) was stirred at 0 °C. NaH (4.7 eq) was slowly added and 
the reaction mixture was stirred at RT for 36 hours. The solution was concentrated in vacuo and the 
residue was dissolved in EtOAc, washed with water (3x) and brine (1x). The organic phase was then 
dried over MgSO4 and concentrated under vacuum to give the appropriate compound (147, n = 0 – 
yield = 70% and 148, n = 2 – yield = 67%) which was used without further purification in the next 
step. 
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N
O
OH
Boc
NH
O
OH
(i) HCl (10 eq)
Dioxane
12 h - RT
(ii) propylene oxide (30 eq)
EtOH
4 h - RT
147 - n = 0
148 - n = 2
149 - n = 0 - Yield= 65%
150 - n = 2 - Yield= 43%
(  )n (  )n
 
General procedure for the synthesis of the intermediates 149 and 150 
The appropriate N-methylated and protected α-aminoacid (1-[tert-
butoxycarbonyl(methyl)amino]cyclopropane carboxylic acid (147) or 1-[tert-
butoxycarbonyl(methyl)amino]cyclopentane carboxylic acid (148) (1 eq) was dissolved in dioxane (C 
= 0.5 M). A solution of HCl 4M in dioxane (10 eq) was slowly added at RT. The reaction mixture was 
stirred at RT overnight. The solids in suspension were filtered off and washed with petroleum ether. 
They were then dissolved in EtOH (C = 0.4 M) and propylene oxide (30 eq) was added. The mixture 
was stirred at RT for 4 hours. The elimination of chloride was monitored using the silver nitrate assay. 
The solution was concentrated under reduced pressure and the residue was washed with purified water 
to afford the appropriated compound (149 and 150). 
 
1-(Methylamino)cyclopropanecarboxylic acid (149)  
NH
O
OH
 
White solid 
110 mg – 65% 
 
1
H-NMR (D2O): δ (ppm) 2.66 (s, 3H), 1.29 - 1.23 (m, 2H), 1.19 - 1.13 (m, 2H) 
 
1-(Methylamino)cyclopentanecarboxylic acid (150)  
NH
O
OH
 
White solid 
80 mg – 43% 
 
1
H-NMR (D2O): δ (ppm) 2.59 (s, 3H), 2.25 - 2.15 (m, 2H), 1.92 - 1.70 (m, 6H) 
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Synthesis of the final products 143, 144, 153 to 156 and 166 to 168 
Final products 143, 144 and 153 to 156 
N
H
O
O
O
O
NH
2
MeO
R
N
H
O
O
N
H
R+
Dry pyridine
µW
10 to 50 min - 150 °C
HCl
143 - 144
153 - 156
Yield= 28% - 76%  
General procedure for the synthesis of the final products 143, 144, and 153 to 156 
A solution of isatoic anhydride (0.5 mmol, 1 eq) and the appropriate α-aminoester in dry pyridine (C = 
1 M) was heated under microwave irradiation for 10 to 50 minutes at 150 °C (230 °C for 144). The 
reaction mixture was cooled to RT and then was concentrated in vacuo. The residue was purified by 
flash chromatography to give the desired compound (143, 144 and 153 to 156). 
 
3,4-Dihydro-1H-1,4-benzodiazepine-2,5-dione (143)  
N
H
O
O
N
H
 
µW: 10 min – 150 °C 
Flash chromatography: pure DCM to 
DCM/MeOH 9/1 
Orange solid 
95 mg – 76% 
tR = 0.83 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 177 
Purity (215 nm) 96% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.35 (brs, NH), 8.54 (t, J = 5.5 Hz, NH), 7.76 (dd, J = 7.8 Hz, J = 1.6 
Hz, 1H), 7.51 (ddd, J = 8.1 Hz, J = 7.3 Hz, J = 1.7 Hz, 1H), 7.22 (ddd, J = 7.8 Hz, J = 7.3 Hz, J = 1.2 
Hz, 1H), 7.11 (dd, J = 8.1 Hz, J = 0.8 Hz, 1H), 3.59 (d, 2H, J = 5.8 Hz, 2H) 
13
C-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 171.6, 168.5, 137.6, 132.7, 131.3, 126.0, 124.3, 121.4, 44.9 
 
Spiro[1,4-dihydro-1,4-benzodiazepine-3,1'-
cyclopentane]-2,5-dione (144) 
 
N
H
O
O
N
H
 
µW: 30 min – 230 °C 
Flash chromatography: pure DCM to 
DCM/Actéone 9/1 
White solid 
150 mg – 65% 
tR = 3.30 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 231 
Purity (215 nm) 98% 
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1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.33 (brs, NH), 8.51 (brs, NH), 7.73 (dd, J = 7.9 Hz, J = 1.6 Hz, 1H), 
7.50 (ddd, J = 8.1 Hz, J = 7.3 Hz, J = 1.6 Hz, 1H), 7.18 (ddd, J = 7.9 Hz, J = 7.4 Hz, J = 1.1 Hz, 1H), 
7.09 (dd, J = 8.1 Hz, J = 0.7 Hz, 1H), 2.16 - 1.89 (m, 2H), 1.75 - 1.49 (m, 6H) 
13
C-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 173.8, 168.1, 137.0, 132.9, 130.7, 126.6, 124.0, 120.7, 64.5, 40.4, 
35.9, 25.4, 24.0 
 
(3S)-3-Methyl-3,4-dihydro-1H-1,4-benzodiazepine-2,5-
dione (153) 
 
N
H
O
O
N
H
 
µW: 10 min – 150 °C 
Flash chromatography: pure DCM to 
DCM/Acetone 7/3 
White solid 
16 mg – 42% 
tR = 1.99 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 191 
Purity (215 nm) 96% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.35 (brs, NH), 8.40 (d, J = 5.2 Hz, NH), 7.73 (dd, J = 7.8 Hz, J = 1.5 
Hz, 1H), 7.50 (ddd, J = 8.1 Hz, J = 7.4 Hz, J = 1.7 Hz, 1H), 7.20 (ddd, J = 7.9 Hz, J = 7.3 Hz, J = 1.1 
Hz, 1H), 7.09 (dd, J = 8.1 Hz, J = 0.8 Hz, 1H), 3.84 - 3.75 (m, 1H), 1.22 (d, J = 6.8 Hz, 3H) 
13
C-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 172.7, 168.2, 137.2, 132.6, 130.9, 126.7, 124.3, 121.3, 47.7, 14.2 
 
(3S)-3-Isobutyl-3,4-dihydro-1H-1,4-benzodiazepine-2,5-
dione (154) 
 
N
H
O
O
N
H
 
µW: 30 min – 150 °C 
Flash chromatography: pure DCM to 
DCM/Acetone 6/4 
White solid 
49 mg – 43% 
tR = 3.59 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 233 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.8 (brs, NH), 8.46 (d, J = 6.4 Hz, NH), 7.74 (dd, J = 7.7 Hz, J = 1.6 
Hz, 1H), 7.51 (ddd, J = 8.1 Hz, J = 7.3 Hz, J = 1.7 Hz, 1H), 7.22 (dd, J = 7.8 Hz, J = 1.0 Hz, 1H), 7.09 
(dd, J = 8.1 Hz, J = 1.0 Hz, 1H), 3.60 (q, J = 7.4 Hz, 1H), 1.88 - 1.64 (m, 1H), 1.56 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 
0.85 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.77 (d, J = 6.6 Hz, 3H) 
13
C-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 172.1, 168.2, 137.2, 132.7, 130.8, 126.7, 124.4, 121.3, 50.6, 36.6, 
24.3, 23.3, 22.0 
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(3S)-3-Isopropyl-3,4-dihydro-1H-1,4-benzodiazepine-
2,5-dione (155) 
 
N
H
O
O
N
H
 
µW: 50 min – 150 °C 
Flash chromatography: pure DCM to 
DCM/Acetone 6/4 
White solid 
38 mg – 35% 
tR = 3.17 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 219 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.34 (brs, NH), 8.53 (d, J = 6.8 Hz, NH), 7.73 (dd, J = 7.8 Hz, J = 1.3 
Hz, 1H), 7.49 (td, J = 7.8 Hz, J = 1.6 Hz, 1H), 7.19 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.08 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 3.22 
(dd, J = 10.2 Hz, J = 8.0 Hz, 1H), 0.97 - 0.82 (m, 7H) 
13
C-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 171.3, 167.9, 137.0, 132.7, 130.8, 126.8, 124.3, 121.2, 26.8, 20.2, 
19.3 
 
3-[(1S)-1-Methylpropyl]-3,4-dihydro-1H-1,4-
benzodiazepine-2,5-dione (156 and 156’) 
 
N
H
O
O
N
H
 
µW: 30 min – 150 °C 
Flash chromatography: pure DCM to 
DCM/Acetone 9/1 
White solid 
33 mg – 28% 
tR = 3.18 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 233 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.35 (brs, NH), 8.53 (d, J = 6.9 Hz, NH), 7.89 (dt, J = 7.9 HZ, J = 1.9 
Hz, 1H), 7.49 (ddd, J = 8.1 Hz, J = 7.4 Hz, J = 1.6 Hz, 1H), 7.19 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.08 (d, J = 8.2 
Hz, 1H), 3.30 - 3.25 (m, 1H), 1.77 - 1.68 (m, 1H), 1.58 - 1.38 (m, 1H), 1.18 - 1.01 (m, 1H), 0.9 - 0.7 
(m, 6H) 
13
C NMR of the mixture of the two diastereoisomers: 
13
C-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 171.4, 171.3, 168.0, 167.8, 137.0, 136.9, 132.7, 130.8, 130.7, 126.8, 
124.3, 121.2, 58.5, 33.0, 32.4, 26.2, 24.8, 16.2, 15.3, 11.4, 10.4 
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Intermediates 157 to 165 
O
NH
N
H
O
O
KCN (1.5 eq) 
(NH4)2CO3 (3 eq)
H2O/MeOH (1/1)
µW
10 min - 90 °C
157 - 159
Yield= 75% - 98%  
General procedure for the synthesis of the intermediates 157 to 159 
To a stirred solution of corresponding cyclic ketones (1 eq) in a mixture of MeOH/H2O (1/1, 3 mL) 
was added sequentially the ammonium carbonate (3 eq) and the potassium cyanide (1.5 eq). The 
sealed tube was heated under microwave irradiation for 10 minutes at 90 °C. The reaction mixture was 
cooled at 0 °C and the precipitate was filtered off and washed with ice water to give the desired 
compound (157 to 159). 
 
8-Methyl-1,3,8-triazaspiro[4.5]decane-2,4-dione (157)  
NH
N
H
N
O
O
 
White solid 
625 mg – 98% 
tR = 0.35 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 184 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.32 (brs, NH), 8.24 (s, 1H, NH), 1.63 - 1.43 (m, 9H), 1.30 - 1.17 (m, 
1H) 
 
8-Propyl-1,3,8-triazaspiro[4.5]decane-2,4-dione (158)  
NH
N
H
N
O
O
 
White solid 
395 mg – 75% 
tR = 0.35 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 212 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.56 (brs, NH), 8.24 (s, NH), 2.71 - 2.67 (m, 2H), 2.26 - 2.15 (m, 
4H), 1.77 (td, J = 13.2 Hz, J = 3.9 Hz, 2H), 1.48 - 1.35 (m, 4H), 0.83 (t, J = 7.0 Hz, 3H) 
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8-Oxa-1,3-diazaspiro[4.5]decane-2,4-dione (159)  
NH
N
H
O
O
O
 
White solid 
450 mg – 97% 
tR = 0.38 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 171 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.24 (brs, NH), 8.48 (s, NH), 3.79 (td, J = 11.7 Hz, J = 4.2 Hz, 2H), 
3.58 (td, J = 11.3 Hz, J = 2.6 Hz, 2H), 1.82 (ddd, J = 13.7 Hz, J = 11.0 Hz, J = 4.7 Hz, 2 H), 1.46 - 
1.41 (m, 2H) 
 
NH
N
H
O
O
N
N
O
OBoc
Boc
(Boc)2O (5 eq)
TEA (1 eq)
DMAP  (0.04 eq)
DME
µW
20 min - 40 °C
157 - 159
160 - 162
Yield= 84% - 99%
 
General procedure for the synthesis of the intermediates 160 to 162 
The corresponding hydantoin (157, 158 or 159, 1 eq) was dissolved in DME (C = 0.2 M). Tert-
butoxycarbonyl tert-butyl carbonate (5 eq), DMAP (0.04 eq) and TEA (1 eq) were added. The reaction 
mixture was heated under microwave irradiation for 20 minutes at 40 °C. Solvents were evaporated 
and the residue was dissolved in DCM, washed with 1M HCl (2x) and brine (1x). The organic phase 
was then dried over MgSO4 and concentrated to dryness to give the appropriate compound (160 to 
162). 
 
Ditert-butyl 8-methyl-2,4-dioxo-1,3,8-
triazaspiro[4.5]decane-1,3-dicarboxylate (160) 
 
N
N
N
O
OBoc
Boc
 
White solid 
610 mg – 99% 
tR = 2.70 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 384 
Purity (215 nm) 96% 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 3.42 - 3.30 (s, 3H), 2.84 - 2.73 (m, 6H), 2.33 - 2.29 (m, 2H), 1.46 (s, 
18H) 
 
Ditert-butyl 2,4-dioxo-8-propyl-1,3,8-
triazaspiro[4.5]decane-1,3-dicarboxylate (161) 
 
N
N
N
O
OBoc
Boc
 
White solid 
330 mg – 85% 
tR = 2.35 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 412 
Purity (215 nm) 96% 
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1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 2.88 - 2.75 (m, 4H), 2.73 - 2.60 (m, 2H), 2.41 - 2.36 (m, 2H), 1.79 - 1.72 
(m, 2H), 1.58 (s, 9H), 1.57 (s, 9H), 1.55 - 1.48 (m, 2H), 0.92 (t, J = 7.3 Hz, 3H) 
 
Ditert-butyl 2,4-dioxo-8-oxa-1,3-diazaspiro[4.5]decane-
1,3-dicarboxylate (162) 
 
N
N
O
O
OBoc
Boc
 
White solid 
370 mg – 84% 
tR = 2.95 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 371 
Purity (215 nm) 96% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 4.06 (td, J = 12.2 Hz, J = 2.4 Hz, 2H), 3.92 (dd, J = 11.6 Hz, J = 5.7 Hz, 
2H), 2.80 (td, J = 13.3 Hz, J = 5.9 Hz, 2 H), 1.73 (d, J = 14.1 Hz, 2H), 1.59 (s, 9H), 1.58 (s, 9H) 
 
N
N
O
OBoc
Boc
NH
2O
OMe
ClH
(i) NaOH (9 eq)
160 - 162
DME
µW
10 min - 80 °C
(ii) SOCl2 (5 eq)
MeOH
3 h - reflux 163 - 165
Yield= 60% - 79%  
General procedure for the synthesis of the intermediates 163 to 165 
The corresponding activated hydantoin (160, 161 or 162, 1 eq) was dissolved in DME (C = 0.4 M). 
NaOH (9 eq) was added and the reaction mixture was heated under microwave irradiation for 10 
minutes at 80 °C. Water was added and aqueous phase was washed with Et2O (3x). A solution of 1M 
HCl was added until pH 7. Water was evaporated under reduced pressure. The residue was suspended 
in MeOH (C = 0.8 M) and thionyl chloride (5 eq) was added. The mixture was refluxed for 3 hours. 
Solvents were removed in vacuo and the residue was dissolved in DCM, washed with saturated 
NaHCO3 aq (3x), and brine (1x). Organic phase was then dried over MgSO4 and concentrated to 
dryness to give the appropriate compound (163 to 165). 
 
Methyl 4-amino-1-methyl-piperidine-4-carboxylate (163)  
NH
2O
OMe
N
ClH
 
Colorless oil 
350 mg – 60% 
tR = 0.44 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 173 
Purity (215 nm) 96% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 3.71 (s, 3H), 2.57 - 2.46 (m, 4H), 2.29 (s, 3H), 2.16 - 2.07 (m, 2H), 1.59 - 
1.53 (m, 2H) 
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Methyl 4-amino-1-propyl-piperidine-4-carboxylate (164)  
NH
2O
OMe
N
ClH
 
Colorless oil 
250 mg – 79% 
tR = 2.12 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 201 
Purity (215 nm) 96% 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 3.71 (s, 3H), 2.58 - 2.54 (m, 4H), 2.38 - 2.33 (m, 2H), 2.18 - 2.09 (m, 
2H), 1.60 - 1.50 (m, 4H), 0.91 (t, J = 7.4 Hz, 3H) 
 
Methyl 4-aminotetrahydropyran-4-carboxylate (165)  
NH
2O
OMe
O
ClH
 
Colorless oil 
255 mg – 72% 
tR = 0.56 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 160 
Purity (215 nm) 96% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 3.84 (ddd, J = 11.6 Hz, J = 9.2 Hz J = 2.9 Hz, 2H), 3.72 (s, 3H), 3.62 (dt, 
J = 11.5 Hz, J = 4.4 Hz, 2H), 2.07 (ddd, J = 13.6 Hz, J = 9.3 Hz, J = 4.3 Hz, 2H), 1.47 (m, 2H) 
 
Final products 166 to 168 
N
H
O
O
O
O
NH
2
MeO
N
H
O
O
N
H
+
Dry pyridine
µW
30 min at 230 °C
then 30 min at 250 °C
HCl
166 - 168
Yield= 7% - 16%  
General procedure for the synthesis of the final products 166 to 168 
A solution of isatoic anhydride (1 eq) and the appropriate restricted α-aminoester (163, 164 or 165) in 
dry pyridine (C = 1 M) was heated under microwave irradiation for 30 minutes at 230 °C and 30 
minutes at 250 °C. The reaction mixture was cooled to RT and was concentrated in vacuo. The residue 
was purified by flash chromatography and then by preparative HPLC to give the desired compound 
(166 to 168). 
 
1'-Methylspiro[1,4-dihydro-1,4-benzodiazepine-3,4'-
piperidine]-2,5-dione (166) 
 
N
N
H
O
O
N
H
 
White solid 
10 mg – 12% 
tR = 3.63 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 260 
Purity (215 nm) 100% 
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1
H-NMR (MeOD-d4): δ (ppm) 8.53 (brs, NH), 7.89 (dd, J = 7.9 HZ, J = 1.4 Hz, 1H), 7.58 (ddd, J = 
8.13 Hz, J = 7.34 Hz, J = 1.6 Hz, 1H), 7.28 (ddd, J = 7.9 Hz, J = 7.4 Hz, J = 1.1 Hz, 1H), 7.13 (dd, J = 
8.13 Hz, J = 1.0 Hz, 1H), 2.84 - 2.79 (m, 2H), 2.71 - 2.63 (m, 2H), 2.45 (s, 3H), 2.15 - 2.07 (m, 2H), 
1.92 - 1.85 (m, 2H) 
13
C-NMR (MeOD-d4): δ (ppm) 172.1, 168.7, 136.5, 133.3, 130.3, 125.1, 124.1, 120.0, 54.2, 50.1, 
43.8, 30.3 
 
1'-Propylspiro[1,4-dihydro-1,4-benzodiazepine-3,4'-
piperidine]-2,5-dione (167) 
 
N
N
H
O
O
N
H
 
White solid 
10 mg – 7% 
tR = 4.25 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 288 
Purity (215 nm) 100% 
 
1
H-NMR (MeOD-d4): δ (ppm) 7.88 (ddd, J = 7.9 Hz, J = 1.6 Hz, J = 0.3 Hz, 1H), 7.57 (ddd, J = 8.1 
Hz, J = 7.3 Hz, J = 1.6 Hz, 1H), 7.27 (ddd, J = 7.9 Hz, J = 7.3 Hz, J = 1.1 Hz, 1H), 7.12 (ddd, J = 8.1 
Hz, J = 1.1 Hz, J = 0.4 Hz, 1H), 2.73 - 2.64 (m, 2H), 2.49 - 2.42 (m, 2H), 2.39 - 2.33 (m, 2H), 2.08 - 
1.99 (m, 2H), 1.85 - 1.80 (m, 2H), 1.60 - 1.47 (m, 2H), 0.93 (t, J = 7.4 Hz, 3H) 
13
C-NMR (MeOD-d4): δ (ppm) 172.6, 168.7, 136.6, 133.2, 130.2, 125.2, 124.0, 120.0, 60.1, 55.1, 
48.4, 30.7, 19.2, 10.7 
 
Spiro[1,4-dihydro-1,4-benzodiazepine-3,4'-
tetrahydropyran]-2,5-dione (168) 
 
O
N
H
O
O
N
H
 
White solid 
20 mg – 16% 
tR = 3.77 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 247 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (MeOD-d4): δ (ppm) 7.89 (ddd, J = 7.9 Hz, J = 1.6 Hz, J = 0.4 Hz, 1H), 7.57 (ddd, J = 8.14 
Hz, J = 7.3 Hz, J = 1.6 Hz, 1H), 7.27 (ddd, J = 7.4 Hz, J = 7.36 Hz, J = 1.2 Hz, 1H), 7.12 (ddd, J = 8.1 
Hz, J = 1.1 Hz, J = 0.4 Hz, 1H), 3.74 - 3.71 (m, 4H), 1.21 - 1.98 (m, 2H), 1.76 - 1.69 (m, 2H) 
13
C-NMR (MeOD-d4): δ (ppm) 172.3, 168.7, 136.5, 133.2, 130.2, 125.3, 124.0, 120.0, 62.9, 54.7, 31.9 
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Synthesis of the final products 157, 158, 159 and 171 to 192 
O
NH
NH
O
O
KCN (1.5 eq)
(NH4)2CO3 (3 eq)
H2O/MeOH (1/1)
µW
10 min - 90 °CR
R
157 - 159
171 - 192
Yield= 3% - 100% 
General procedure A for the synthesis of the final products 157 to 159 and 171 to 192 
To a stirred solution of corresponding cyclic ketone (1 eq) in a mixture of MeOH/H2O (1/1, C = 0.6 
M) was added sequentially the ammonium carbonate (3 eq) and the potassium cyanide (1.5 eq). The 
sealed tube was heated under microwave irradiation for 10 minutes at 90°C. The reaction mixture was 
cooled to RT and the purification by a suitable method afforded the desired product (157 to 159 and 
171 to 192). 
 
8-Methyl-1,3,8-triazaspiro[4.5]decane-2,4-dione (157)  
N
NH
NH
O
O  
The reaction was put into an ice bath and 
the precipitate was filtered off and 
washed with water 
White solid 
625 mg – 98% 
tR = 0.4 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 184 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.39 (brs, NH), 8.28 (s, NH), 2.62 (dt, J = 11.8 Hz, J = 4.0 Hz, 2H), 
2.21 - 2.12 (m, 2H), 2.15 (s, 3H), 1.79 (td, J = 13.0 Hz, J = 4.0 Hz, 2H), 1.46 (d, J = 13.0 Hz, 2H) 
13
C-NMR (J-mod) (DMSO-d6): δ (ppm) 179.4 (C=O), 157.7 (C=O), 60.2 (C), 50.7 (CH2), 46.4 (CH3), 
33.6 (CH2) 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C8H14N3O2 184.1086, found 184.1082 
 
8-Propyl-1,3,8-triazaspiro[4.5]decane-2,4-dione (158)  
N
NH
NH
O
O  
The reaction was put into an ice bath and 
the precipitate was filtered off and 
washed with water 
White solid 
396 mg – 75% 
tR = 0.35 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 212 
Purity (215 nm) 98% 
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1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.56 (brs, NH), 8.24 (s, NH), 2.71 - 2.67 (m, 2H), 2.26 - 2.15 (m, 
4H), 1.77 (td, J = 13.2 Hz, J = 3.9 Hz, 2H), 1.48 - 1.35 (m, 4H), 0.83 (t, J = 7.0 Hz, 3H) 
13
C-NMR (J-mod) (DMSO-d6): δ (ppm) 179.3 (C=O), 157.7 (C=O), 60.8 (C), 60.1 (CH2), 48.7 (CH2), 
33.7 (CH2), 20.1 (CH2), 12.5 (CH3) 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C10H18N3O2 212.1399, found 212.1393 
 
8-Oxa-1,3-diazaspiro[4.5]decane-2,4-dione (159)  
O
NH
NH
O
O  
The reaction was put into an ice bath and 
the precipitate was filtered off and 
washed with water 
White solid 
403 mg – 95% 
tR = 0.4 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 171 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.24 (brs, NH), 8.48 (s, NH), 3.79 (dt, J = 11.7 Hz, J = 4.2 Hz, 2H), 
3.58 (td, J = 11.3 Hz, J = 2.6 Hz, 2H), 1.82 (ddd, J = 13.7 Hz, J = 11.0 Hz, J = 4.7 Hz, 2H), 1.46 - 
1.41 (m, 2H) 
13
C-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 178.7, 157.6, 63.0, 59.8, 33.8 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C7H10N2O3 171.0770, found 171.0766 
 
1,3,8-Triazaspiro[4.5]decane-2,4-dione (170)  
N
H
NH
NH
O
O  
The reaction was put into an ice bath and 
the precipitate was filtered off and 
washed with water 
White solid 
232 mg – 76% 
tR = 0.5 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 170 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 8.42 (s, NH), 2.86 - 2.79 (dt, J = 12.8 Hz, J = 3.7 Hz, 2H), 2.66 (td, J = 
11.6 Hz, J = 2.6 Hz, 2H), 1.67 (td, J = 12.7 Hz, J = 4.4 Hz, 2H), 1.38 - 1.33 (m, 2H) 
13
C-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 178.7, 157.0, 61.2, 41.7, 34.3 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C7H11N3O2 170.0930, found 170.0932 
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1,3-Diazaspiro[4.3]octane-2,4-dione (171)  
NH
NH
O
O  
Purified by flash chromatography pure 
DCM to DCM/MeOH 97/3 
White solid 
150 mg – 60% 
tR = 1.28 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 141 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.50 (s, NH), 8.28 (s, NH), 2.38 - 2.17 (m, 4H), 1.94 - 1.79 (m, 1H), 
1.77 - 1.63 (m, 1H) 
13
C-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 179.0, 156.4, 61.4, 32.6, 13.7 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C6H8N2O2 141.0664, found 141.0665 
 
1,3-Diazaspiro[4.4]nonane-2,4-dione (172)  
NH
NH
O
O  
The reaction was put into an ice bath and 
the precipitate was filtered off and 
washed with water 
White solid 
232 mg – 91% 
tR = 2.0 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 155 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.11 (brs, NH), 8.04 (s, NH), 1.94 - 1.83 (m, 2H), 1.73 - 1.59 (m, 6H) 
13
C-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 180.6, 157.7, 68.8, 37.6, 25.1 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C7H10N2O2 155.0821, found 155.0825 
 
7-Benzyl-1,3,7-triazaspiro[4.4]nonane-2,4-dione (173)  
N
NH
NH
O
O  
Purified by flash chromatography pure 
DCM to DCM/Acetone/MeOH 80/18/2 
White solid 
220 mg – 50% 
tR = 1.88 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 246 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.6 (s, NH), 8.34 (s, NH), 7.30 - 7.20 (m, 5H), 3.64 - 3.54 (m, 2H), 
2.84 - 2.77 (m, 1H), 2.67 (q, J = 9.8 Hz, 2H), 2.42 (q, J = 7.9 Hz, 1H), 2.21 - 2.13 (m, 1H), 1.85 (dt, J 
= 13 Hz, J = 7.3 Hz, 1H) 
13
C-NMR (J-mod) (DMSO-d6): δ (ppm) 178.5 (C=O), 156.8 (C=O), 139.0 (Caro quaternary), 129.0 
(Caro), 128.6 (Caro), 127.4 (Caro), 67.2 (C), 63.5 (CH2), 59.1 (CH2), 53.5 (CH2), 36.9 (CH2) 
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HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C13H15N3O2 246.1243, found 246.1238 
 
7,7-Dimethyl-1,3-diazaspiro[4.5]decane-2,4-dione (174)  
NH
NH
O
O  
The reaction was put into an ice bath and 
the precipitate was filtered off and 
washed with water 
White solid 
250 mg – 71% 
tR = 3.25 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 197 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.4 (brs, NH), 8.04 (s, NH), 1.75 - 1.59 (m, 1H), 1.54 - 1.47 (m, 4H), 
1.39 - 1.26 (m, 2H), 1.13 (td, J = 12.8 Hz, J = 3.0 Hz, 1H), 0.96 (s, 3H), 0.88 (s, 3H) 
13
C-NMR (J-mod) (DMSO-d6): δ (ppm) 180.1 (C=O), 158.2 (C=O), 63.0 (C), 45.6 (CH2), 38.1 (C), 
34.2 (CH3), 33.7 (CH2), 30.2 (CH2), 26.7 (CH3), 18.2 (CH2) 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C10H16N2O2 197.1290, found 197.1293 
 
8-Ethyl-1,3,8-triazaspiro[4.5]decane-2,4-dione (175)  
N
NH
NH
O
O
Et
 
The reaction was put into an ice bath and 
the precipitate was filtered off and 
washed with water 
White solid 
689 mg – 100% 
tR = 0.4 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 198 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.51 (brs, NH), 8.29 (s, NH), 2.71 (dt, J = 11.8 Hz, J = 3.8 Hz, 2H), 
2.33 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 2.18 (td, J = 11.7 Hz, J = 2.3 Hz, 2H), 1.77 (td, J = 13.2 Hz, J = 4.1 Hz, 2H), 
1.49 - 1.45 (m, 2H), 0.98 (t, J = 7.2 Hz, 3H) 
13
C-NMR (J-mod) (DMSO-d6): δ (ppm) 179.1 (C=O), 157.4 (C=O), 60.8 (C), 51.9 (CH2), 48.2 (CH2), 
33.7 (CH2), 12.9 (CH3) 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C9H15N3O2 198.1243, found 198.1239 
 
8-Isopropyl-1,3,8-triazaspiro[4.5]decane-2,4-dione (176)  
N
NH
NH
O
O
iPr
 
Purified by flash chromatography pure 
DCM to DCM/MeOH/NH3 80/18/2 
White solid 
286 mg – 75% 
tR = 2.95 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 212 
Purity (215 nm) 98% 
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1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.57 (s, NH), 8.41 (s, NH), 2.72 - 2.62 (m, 3H), 2.37 (td, J = 11.5 Hz, 
J = 2.4 Hz, 2H), 1.75 (td, J = 12.9 Hz, J = 4.3 Hz, 2H), 1.51 - 1.46 (m, 2H), 0.95 (d, J = 6.4 Hz, 6H) 
13
C-NMR (J-mod) (DMSO-d6): δ (ppm) 178.6 (C=O), 156.7 (C=O), 61.1 (C), 54.4 (CH), 43.8 (CH2), 
34.1 (CH2), 18.6 (CH3) 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C10H17N3O2 212.1399, found 212.1387 
 
8-Acetyl-1,3,8-triazaspiro[4.5]decane-2,4-dione (177)  
N
NH
NH
O
O
Ac
 
Purified by flash chromatography pure 
DCM to DCM/MeOH 92/8 
White solid 
305 mg – 80% 
tR = 1.6 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 212 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.7 (brs, NH), 8.56 (s, NH), 4.13 (dt, J = 13.3 HZ, J = 4.0 Hz, 1H), 
3.75 (dt, J = 14.3 HZ, J = 4.7 Hz, 1H), 3.32 (td, J = 11.3 Hz, J = 3.0 Hz, 1H), 3.0 - 2.94 (m, 1H), 2.0 
(s, 3H), 1.84 - 1.75 (m, 1H), 1.68 - 1.48 (m, 3H) 
13
C-NMR (J-mod) (DMSO-d6): δ (ppm) 177.9 (C=O), 168.7 (C=O), 156.7 (C=O), 60.7 (C), 42.1 
(CH2), 37.1 (CH2), 33.8 (CH2), 33.1 (CH2), 22.0 (CH3) 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C9H13N3O3 212.1035, found 212.1038 
 
8-Tert-butyloxycarbonyl-1,3,8-triazaspiro[4.5]decane-
2,4-dione (178) 
 
N
NH
NH
O
O
Boc
 
The reaction was put into an ice bath and 
the precipitate was filtered off and 
washed with water 
White solid 
480 mg – 100% 
tR = 3.15 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 270 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 8.23 (s, NH), 3.82 - 3.77 (m, 2H), 3.13 - 2.98 (m, 2H), 1.65 (td, J = 
13.6 Hz, J = 4.7 Hz, 2H), 1.49 - 1.43 (m, 2H), 1.39 (s, 9H) 
13
C-NMR (J-mod) (DMSO-d6): δ (ppm) 180.0 (C=O), 159.2 (C=O), 154.3 (C=O), 79.3 (C), 60.6 (C), 
39.7 (CH2), 33.3 (CH2), 28.8 (CH3) 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C12H19N3O4 270.1454, found 270.1459 
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7-Ethyl-1,3,7-triazaspiro[4.5]decane-2,4-dione (179)  
N
NH
NH
O
O
Et
 
The reaction was put into an ice bath and 
the precipitate was filtered off and 
washed with water 
White solid 
592 mg – 58% 
tR = 0.52 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 198 
Purity (215 nm) 97% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.58 (brs, NH), 8.23 (s, 1H), 2.80 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 2.64 (d, J = 
11.0 Hz, 1H), 2.34 (qd, J = 7.3 Hz, J = 2.9 Hz, 2H), 2.12 (d, J = 11.0 Hz, 1H), 1.90 (td, J = 11.0 Hz, J 
= 2.6 Hz, 1H), 1.79 – 1.67 (m, 1H), 1.63 – 1.50 (m, 3H), 0.97 (t, J = 7.1 Hz, 3H) 
13
C-NMR (J-mod) (DMSO-d6): δ (ppm) 177.5 (C=O), 157.0 (C=O), 62.3 (C), 59.4 (CH2), 52.5 (CH2), 
52.2 (CH2), 32.1 (CH2), 21.2 (CH2), 11.9 (CH3) 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C9H15N3O2 198.1243, found 198.1239 
 
7-Ethyl-1,3,7-triazaspiro[4.5]decane-2,4-dione (180)  
N
NH
NH
O
O
Boc
 
Purified by flash chromatography pure 
DCM to DCM/MeOH 97/3 
White solid 
265 mg – 55% 
tR = 3.03 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 270 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.68 (s, NH), 8.40 (s, NH), 3.67 – 3.47 (m, 2H), 3.20 – 2.96 (m, 2H), 
1.84 – 1.75 (m, 2H), 1.69 – 1.59 (m, 2H), 1.38 (s, 9H) 
13
C-NMR (J-mod) (DMSO-d6): δ (ppm) 176.6 (C=O), 156.7 (C=O), 154.1 (C=O), 79.4 (C), 60.6 (C), 
32.0 (CH2), 28.7 (CH2), 20.6 (CH3) 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C12H19N3O4 270.1454, found 270.1450 
 
7-Ethyl-1,3,7-triazaspiro[4.5]decane-2,4-dione (181)  
NH
NH
O
O
N
Boc  
The reaction was put into an ice bath and 
the precipitate was filtered off and 
washed with water 
White solid 
492 mg – 97% 
tR = 3.22 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 284 
Purity (215 nm) 99% 
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1
H-NMR (T = 77 °C, DMSO-d6): δ (ppm) 7.87 (s, NH), 3.63 (ddd, J = 15.1 Hz, J = 5.7 Hz, J = 2.8 
Hz, 1H), 3.53 - 3.44 (m, 1H), 3.31 - 3.26 (m, 1H), 3.20 (ddd, J = 14.7 Hz, J = 11.0 Hz, J = 2.1 Hz, 
1H), 1.97 - 1.74 (m, 3H), 1.72 - 1.61 (m, 3H), 1.43 (s, 9H) 
13
C-NMR (T = 77 °C, DMSO-d6): δ (ppm) 180.6, 158.7, 155.1, 79.0, 64.1, 45.8, 41.4, 37.9, 34.8, 
28.7, 21.9 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C13H21N3O4 284.3355, found 284.3359 
 
NH
N
H
O
O
H
EtO
2
C
NH
N
H
O
O
H
EtO
2
C
trans cis
 
Synthesis of the ethyl 2,4-dioxo-1,3-diazaspiro[3.4]octane-7-carboxylate (trans-182 and cis-182’) 
3-oxocyclobutanecarboxylic acid (1.8 mmol, 1 eq) was used as starting material. The reaction was 
complete after 10 minutes at 90 °C. The reaction mixture was cooled to RT and put into an ice bath. 
The precipitate was filtered off, washed twice with water and dried under vacuum to afford 2,4-dioxo-
1,3-diazaspiro[3.4]octane-2-carboxylic acid 190 (330 mg, quantitative) as a white solid. To a 
suspension of this compound (1 eq.) in EtOH was added thionyl chloride (5 eq.). The mixture was 
stirred at reflux for 3 hours. The reaction mixture was cooled to RT and solvent was removed under 
vacuum. The mixture of cis/trans products was purified by preparative HPLC to afford the trans 
product 182 (83 mg, 22%) as a white solid and the cis product 182’ (382 mg, 49%) as a white solid. 
 
Trans-ethyl 2,4-dioxo-1,3-diazaspiro[3.4]octane-7-
carboxylate (182) 
 
NH
N
H
O
O
H
EtO
2
C
trans
 
White solid 
83 mg – 22% 
tR = 2.27 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 213 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.59 (s, NH), 8.46 (s, NH), 4.08 (q, J= 7.2 Hz, 2H), 3.19 (quint, J = 
8.2 Hz, 1H), 2.70 - 2.64 (m, 2H), 2.40 - 2.32 (m, 2H), 1.18 (t, J = 7.1 Hz, 3H) 
13
C-NMR (J-mod) (DMSO-d6): δ (ppm) 177.3 (C=O), 173.6 (C=O), 156.6 (C=O), 60.6 (CH2), 59.5 
(C), 35.0 (CH2), 30.8 (CH3), 14.6 (CH) 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C9H12N2O4 213.0875, found 213.0875 
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Cis-ethyl 2,4-dioxo-1,3-diazaspiro[3.4]octane-7-
carboxylate (182’) 
 
NH
N
H
O
O
H
EtO
2
C
cis  
White solid 
382 mg – 49% 
tR = 2.83 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 213 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.65 (s, NH), 8.28 (s, NH), 4.07 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 3.03 (quint, J = 
9.64 Hz, 1H), 2.59 - 2.52 (m, 2H), 2.46 - 2.38 (m, 2H), 1.18 (t, J = 7.0 Hz, 3H) 
13
C-NMR (J-mod) (DMSO-d6): δ (ppm) 178.8 (C=O), 173.8 (C=O), 156.4 (C=O), 60.8 (CH2), 57.6 
(C), 35.9 (CH2), 29.8 (CH3), 14.6 (CH) 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C9H12N2O4 213.0875, found 213.0867 
This compound was recrystallized in EtOH for X-Ray studies. 
Mp: 187.4 °C 
 
The synthesis of final products 183 and 183’ was performed following the general procedure A. At the 
end of the reaction, the solution was cooled to RT and put into an ice bath. The precipitate was filtered 
off, washed twice with water. The diastereoisomers were separated by preparative HPLC to afford 
compound cis product 183 (216 mg, 50%, white solid) as a racemic mixture (5R, 6R; 5S, 6S) and 
compound trans product 183’ (69 mg, 16%, colorless oil) as a racemic mixture (5R, 6S; 5S, 6R). 
Ethyl 2-[(5R,6R)-2,4-dioxo-1,3-diazaspiro[4.4]nonan-9-
yl]acetate (183) + enantiomer  
 
NH
NH
O
H
CO
2
Et
O
cis  
White solid 
216 mg – 50% 
tR = 2.87 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 241 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.52 (s, NH), 8.08 (s, NH), 4.06 - 3.90 (m, 2H), 2.48 - 2.41 (m, 1H), 
2.35 - 2.20 (m, 2H), 2.07 - 1.85 (m, 2H), 1.74 - 1.52 (m, 3H), 1.39 - 1.25 (m, 1H), 1.14 (t, J = 7 Hz, 
3H) 
13
C-NMR (J-mod) (DMSO-d6): δ (ppm) 178.1 (C=O), 172.0 (C=O), 157.0 (C=O), 70.1 (C), 60.3 
(CH2), 43.5 (CH3), 38.4 (CH2), 34.9 (CH2), 31.6 (CH2), 22.3 (CH2), 14.6 (CH) 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C11H16N2O4 241.1188, found 241.1184 
This compound was recrystallized in EtOH for X-Ray studies. 
Mp: 102.2 °C 
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Ethyl 2-[(5R,6S)-2,4-dioxo-1,3-diazaspiro[4.4]nonan-9-
yl]acetate (183) + enantiomer  
 
NH
NH
O
H
O
CO
2
Et
trans  
Colorless oil 
69 mg – 16% 
tR = 3.45 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 241 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.54 (s, NH), 7.91 (s, NH), 4.01 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 2.36 - 2.25 (m, 
2H), 2.20 - 2.10 (m, 1H), 2.02 - 1.85 (m, 2H), 1.82 - 1.63 (m, 3H), 1.55 - 1.42 (m, 1H), 1.16 (t, J = 7.1 
Hz, 3H)  
13
C-NMR (J-mod) (DMSO-d6): δ (ppm) 178.2 (C=O), 172.1 (C=O), 156.8 (C=O), 70.3 (C), 60.5 
(CH2), 45.0 (CH3), 35.8 (CH2), 34.6 (CH2), 30.2 (CH2), 21.8 (CH2), 14.6 (CH) 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C11H16N2O4 241.1188, found 241.1184 
 
The synthesis of final products 184 and 184’ was performed following the general procedure A. At the 
end of the reaction, the solution was cooled to RT and put into an ice bath. The precipitate was filtered 
off, washed twice with water. The diastereoisomers were separated by recrystallization in absolute 
EtOH to afford the cis product 184’ (265 mg, 61%) as a white solid. Filtrate was concentrated and 
purified by preparative HPLC to afford the trans 184 (40 mg, 10%) as a white solid. 
Trans-ethyl 2,4-dioxo-1,3-diazaspiro[4.5]decane-8-
carboxylate (184) 
 
NH
NH
O
O
H
CO
2
Et
trans  
White solid 
40 mg – 10% 
tR = 4.35 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 241 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.59 (s, NH), 8.43 (s, NH), 4.05 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 2.40 - 2.32 (m, 
1H), 1.89 – 1.82 (m, 2H), 1.74 – 1.54 (m, 6H), 1.17 (t, J = 7.0 Hz, 3H) 
13
C-NMR (J-mod) (DMSO-d6): δ (ppm) 178.9 (C=O), 174.6 (C=O), 156.8 (C=O), 62.0 (C), 60.3 
(CH2), 41.2 (CH), 32.8 (CH2), 24.0 (CH2), 14.7 (CH3) 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C11H16N2O4 241.1188, found 241.1194 
 
Cis-ethyl 2,4-dioxo-1,3-diazaspiro[4.5]decane-8-
carboxylate (184’) 
 
NH
NH
O
O
H
EtO
2
C
cis  
White solid 
265 mg – 61% 
tR = 3.35 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 241 
Purity (215 nm) 99% 
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1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.53 (s, NH), 8.20 (s, NH), 4.08 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 2.50 - 2.42 (m, 
1H), 2.02 - 1.93 (m, 2H), 1.81 – 1.71 (m, 4H), 1.53 – 1.43 (m, 2H), 1.17 (t, J = 7.1 Hz, 3H) 
13
C-NMR (J-mod) (DMSO-d6): δ (ppm) 178.6 (C=O), 174.5 (C=O), 156.7 (C=O), 61.1 (CH2), 60.4 
(C), 39.2 (CH1), 31.7 (CH2), 23.3 (CH2), 14.7 (CH3) 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C11H16N2O4 241.1188, found 241.1190 
This compound was recrystallized in EtOH/MeOH (3/1) for X-Ray studies. 
Mp: 256.4 °C 
 
The synthesis of final products 185 and 192’ was performed following the general procedure A. 
(5S, 9R)-7,7,9-Trimethyl-1,3-diazaspiro[4.5]decane-2,4-
dione (185) + enantiomer 
 
NH
NH
O
O  
The reaction was put into an ice bath and 
the precipitate was filtered off and 
washed with water 
White solid 
351 mg – 93% 
tR = 3.68 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 211 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.29 (brs, NH), 7.97 (s, NH), 1.91 - 1.77 (m, 1H), 1.49 - 1.36 (m, 
3H), 1.30 -1.26 (m, 1H), 1.21 - 1.10 (m, 1H), 0.98 (s, 3H), 0.89 (s, 3H), 0.86 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.90 
- 0.76 (m, 1H) 
13
C-NMR (J-mod) (DMSO-d6): δ (ppm) 180.3 (C=O), 158.6 (C=O), 63.7 (C), 47.3 (CH2), 45.3 (CH2), 
41.9 (CH2), 34.3 (CH2), 31.0 (C), 26.7 (CH3), 24.0 (CH), 22.6 (CH3) 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C11H18N2O2 211.1447, found 211.1454 
 
(5S, 6R)-6-Methoxy-1,3-diazaspiro[4.5]decane-2,4-dione 
(186) + enantiomer 
 
NH
NH
O
O
O
CH
3  
The reaction was put into an ice bath and 
the precipitate was filtered off and 
washed with water 
White solid 
150 mg – 76% 
tR = 2.09 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 199 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.23 (brs, NH), 8.07 (s, NH), 3.28 – 3.23 (m, 1H), 3.17 (s, 3H), 1.98 - 
1.90 (m, 1H), 1.69 - 1.61 (m, 1H), 1.57 – 1.46 (m, 3H), 1.41 – 1.16 (m, 3H) 
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13
C-NMR (J-mod) (DMSO-d6): δ (ppm) 178.7 (C=O), 158.6 C(C=O), 80.3 (CH3), 66.9 (C), 56.7 
(CH), 33.8 (CH2), 25.9 (CH2), 23.8 (CH2), 20.7 (CH2) 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C9H14N2O3 199.2298, found 199.2300 
 
(5R, 6R)-6-Tertbutyl-1,3-diazaspiro[4.5]decane-2,4-dione 
(187) + enantiomer 
 
NH
NH
O
O
tBu
 
Purified by flash chromatography pure 
cHex to cHex/EtOAc 65/35 
White solid 
12 mg – 3% 
tR = 3.45 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 225 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.55 (s, NH), 8.37 (s, NH), 1.77 - 1.67 (m, 2H), 1.64 - 1.32 (m, 6H), 
1.30 - 1.13 (m, 1H) 
13
C-NMR (J-mod) (DMSO-d6): δ (ppm) 180.1 (C=O), 157.7 C(C=O), 66.1 (C), 48.9 (CH), 40.1 
(CH2), 34.6 (C), 29.4 (CH3), 26.3 (CH2), 24.2 (CH2), 21.8 (CH2) 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C12H20N2O2 225.1603, found 225.1610 
 
8-Methylspiro[8-azabicyclo[3.2.1]octane-1,3-
imidazolidine]-2,4-dione (188) 
 
N
NH
NH
O
O  
Purified by flash chromatography pure 
DCM to DCM/MeOH/NH3 93/6/1 
White solid 
150 mg – 40% 
tR = 1.40 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 210 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.66 (brs, NH), 8.11 (s, NH), 3.08 - 3.02 (m, 2H), 2.19 (s, 3), 2.14 
(dd, J = 3.4 Hz, J = 14.0 Hz, 2H), 1.94 - 1.83 (m, 4H), 1.44 - 1.40 (m, 2H) 
13
C-NMR (J-mod) (DMSO-d6): δ (ppm) 179.7 (C=O), 157.4 (C=O), 59.8 (C), 59.2 (CH3), 39.4 (CH2), 
39.1 (CH), 25.4 (CH2) 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C10H15N3O2 210.1243, found 210.1243 
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8-Tert-butyloxycarbonylspiro[8-azabicyclo[3.2.1]octane-
1,3-imidazolidine]-2,4-dione (189) 
 
N
NH
NH
O
O
Boc
 
The reaction was put into an ice bath and 
the precipitate was filtered off and 
washed with water 
White solid 
320 mg – 60% 
tR = 3.35 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 296 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (T = 77°C, DMSO-d6): δ (ppm) 10.53 (brs, NH), 8.08 (s, NH), 4.11 (brs, 2H), 2.20 (dd, J = 
13.9 Hz, J = 3.6 Hz, 2H), 2.07 – 1.99 (m, 2H), 1.97 - 1.85 (m, 2H), 1.59 (d, J = 13.9 Hz, 2H), 1.44 (s, 
9H) 
13
C-NMR (T = 77°C, DMSO-d6): δ (ppm) 178.7, 157.3, 153.1, 79.2, 60.3, 52.4, 39.2, 28.7, 27.1 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C14H21N3O4 296.1610, found 296.1613 
 
8-Methyl-2,4-dioxo-1,3-diazaspiro[4.4]nonane-8-
carbonitrile (192) 
 
NH
NH
O
O
NC
 
White solid 
82 mg – 28% 
tR = 3.0 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 194 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.74 (s, NH), 8.33 (s, NH), 2.54 (s, 1H), 2.24 - 2.07 (m, 2H), 1.96 - 
1.84 (m, 3H) 1.44 (s, 3H) 
13
C-NMR (J-mod) (DMSO-d6): δ (ppm) 178.8 (C=O), 157.0 (C=O), 126.0 (CN), 68.6 (C), 49.2 (C), 
39.1 (CH2), 37.8 (CH2), 37.7 (CH2), 25.7 (CH3) 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C9H11N3O2 194.0929, found 194.0930 
8-Methyl-2,4-dioxo-1,3-diazaspiro[4.4]nonane-8-
carbonitrile (192’) 
 
NH
NH
O
O
NC
 
White solid 
92 mg – 31% 
tR = 3.42 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 194 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 10.73 (s, NH), 8.31 (s, NH), 2.30 - 2.06 (m, 4H), 1.96 - 1.86 (m, 2H) 
1.40 (s, 3H) 
13
C-NMR (J-mod) (DMSO-d6): δ (ppm) 178.8 (C=O), 156.6 (C=O), 125.7 (CN), 68.1 (C), 48.6 (C), 
38.2 (CH2), 36.8 (CH2), 36.6 (CH2), 25.2 (CH3) 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C9H11N3O2 194.0929, found 194.0931 
Partie expérimentale 
 
308 
 
Synthesis of products 193 to 196 
O
NH
3
NH
1
O
O
Br
O
N
3
NH
1
O
O
+
193159 
K2CO3 (2 eq)
Dry DMF
2 h - RT
Yield= 65%  
Synthesis of the 3-prop-2-ynyl-8-oxa-1,3-diazaspiro[4.5]decane-2,4-dione (193) 
To a suspension of 159 (1 eq) and potassium carbonate (3 eq) in dry DMF (C = 0.2 M) was added 
propargyl bromide (1 eq). The solution was stirred at RT for 2 h. The solvent was removed under 
vacuum and the residue was partitioned between water and DCM. The organic layer was combined, 
washed with brine (1x), dried over MgSO4 and concentrated. The residue was purified by flash 
chromatography (ether petroleum to ether petroleum/EtOAc 55/45) to afford 3-prop-2-ynyl-8-oxa-1,3-
diazaspiro[4.5]decane-2,4-dione (193) as a white solid (200 mg, 65%). 
 
3-Prop-2-ynyl-8-oxa-1,3-diazaspiro[4.5]decane-2,4-dione 
(193) 
 
H
7
H
6
O H
6H
7
4
N
3
2
N
O
O
8
10
H
1
 
White solid 
200 mg – 65% 
tR = 1.57 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 209 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 9.02 (s, NH), 4.13 (d, 2H, 
4
J8-10 = 2.3 Hz, H{8}), 3.83 (dt, 2H, 
2
J7eq-
7ax = 11.8 Hz, 
3
J7eq-6ax = 
3
J7eq-6eq = 4.2 Hz, H{7eq}), 3.63 (ddd, 2H, 
2
J7ax-7eq = 11.8 Hz, 
3
J7ax-6ax = 10.6 Hz, 
3
J7ax-6eq = 2.7 Hz, H{7ax}), 3.20 (t, 1H, 
4
J10-8 = 2.4 Hz, H{10}), 1.87 (ddd, 2H, 
2
J6ax-6eq = 13.8 Hz, 
3
J6ax-
7ax = 10.5 Hz, 
3
J6ax-7eq = 4.5 Hz, H{6ax}), 1.50 (d, 2H, 
2
J6eq-6ax = 13.4 Hz, H{6eq}) 
13
C-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 175.2, 157.4, 78.8, 74.1, 62.8, 59.0, 33.6, 27.6 
1
H-NMR 1D-NOESY (DMSO-d6): δ (ppm) 
 3.83 (dt, 2H, 2J7eq-7ax = 11.8 Hz, 
3
J7eq-6ax = 
3
J7eq-6eq = 4.2 Hz, H{7eq}) coupled: 
 with 3.63 (ddd, 2H, 2J7ax-7eq = 11.8 Hz, 
3
J7ax-6ax = 10.6 Hz, 
3
J7ax-6eq = 2.7 Hz, H{7ax}) 
 with 1.87 (ddd, 2H, 2J6ax-6eq = 13.8 Hz, 
3
J6ax-7ax = 10.5 Hz, 
3
J6ax-7eq = 4.5 Hz, H{6ax}) 
 and with 1.50 (d, 2H, 2J6eq-6ax = 13.4 Hz, H{6eq}) 
 
 3.63 (ddd, 2H, 2J7ax-7eq = 11.8 Hz, 
3
J7ax-6ax = 10.6 Hz, 
3
J7ax-6eq = 2.7 Hz, H{7ax}) coupled: 
 with 9.02 (s, NH) 
 with 3.83 (dt, 2H, 2J7eq-7ax = 11.8 Hz, 
3
J7eq-6ax = 
3
J7eq-6eq = 4.2 Hz, H{7eq}) 
 and with 1.50 (d, 2H, 2J6eq-6ax = 13.4 Hz, H{6eq}) 
 
 1.50 (d, 2H, 2J6eq-6ax = 13.4 Hz, H{6eq}) coupled: 
 with 1.87 (ddd, 2H, 2J6ax-6eq = 13.8 Hz, 
3
J6ax-7ax = 10.5 Hz, 
3
J6ax-7eq = 4.5 Hz, H{6ax}) 
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 with 3.63 (ddd, 2H, 2J7ax-7eq = 11.8 Hz, 
3
J7ax-6ax = 10.6 Hz, 
3
J7ax-6eq = 2.7 Hz, H{7ax}) 
 with 3.83 (dt, 2H, 2J7eq-7ax = 11.8 Hz, 
3
J7eq-6ax = 
3
J7eq-6eq = 4.2 Hz, H{7eq}) 
 and with 9.02 (s, NH) 
 
 9.02 (s, NH) coupled: 
 with 3.63 (ddd, 2H, 2J7ax-7eq = 11.8 Hz, 
3
J7ax-6ax = 10.6 Hz, 
3
J7ax-6eq = 2.7 Hz, H{7ax}) 
 and with 1.50 (d, 2H, 2J6eq-6ax = 13.4 Hz, H{6eq}) 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C10H13N2O3 209.0926, found 209.0920 
 
O
NH
3
NH
1
O
O O
N
3
NH
1
O
O
Boc
194
159 
Dry MeCN
10 min - RT
(Boc)2O (1 eq)
DMAP (0.035 eq)
TEA (1 eq)
Yield= 83%  
Synthesis of the tert-butyl 2,4-dioxo-8-oxa-1,3-diazaspiro[4.5]decane-3-carboxylate (194) 
To a suspension of 159 (1 eq) in MeCN (C = 0.2 M) were added DMAP (0.035 eq) and TEA (1 eq). 
Then a solution of di-tert-butyl dicarbonate (1 eq) in MeCN was added and the solution was stirred at 
RT for 10 min. The solvent was removed under reduced pressure and the residue was purified by flash 
chromatography (ether petroleum to ether petroleum/EtOAc 60/40) to afford tert-butyl 2,4-dioxo-8-
oxa-1,3-diazaspiro[4.5]decane-3-carboxylate (194) as a white solid (580 mg, 83%). 
 
Tert-butyl 2,4-dioxo-8-oxa-1,3-diazaspiro[4.5]decane-3-
carboxylate (194) 
 
O
N
3
NH
1
O
O
Boc
 
White solid 
580 mg – 83% 
tR = 2.05 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 271 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 9.18 (s, NH), 3.79 (dt, J = 11.9 Hz, J = 4.2 Hz, 2H), 3.60 (ddd, J = 
11.6 Hz, J = 10.6 Hz, J = 2.7 Hz, 2H), 1.87 (ddd, J = 13.6 Hz, J = 10.6 Hz, J = 4.7 Hz, 2H), 1.58 (d, J 
= 13.5 Hz, 2H), 1.48 (s, 9H) 
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O
N
3
NH
1
O
O
Boc Br
O
N
3
N1
O
O
Boc+
195
Yield= 88%
194 
K2CO3 (3 eq)
Dry DMF
3 h 30 - RT
 
Synthesis of the tert-butyl 2,4-dioxo-1-prop-2-ynyl-8-oxa-1,3-diazaspiro[4.5]decane-3-carboxylate 
(195) 
To a suspension of 194 (1 eq) and potassium carbonate (3 eq) in dry DMF was added propargyl 
bromide (3 eq). The solution was stirred at RT for 3 h 30. The solvent was removed under reduced 
pressure. DCM was added and the residue was purified by flash chromatography (ether petroleum to 
ether petroleum/EtOAc 60/40) to afford tert-butyl 2,4-dioxo-1-prop-2-ynyl-8-oxa-1,3-
diazaspiro[4.5]decane-3-carboxylate (195) as a white solid (580 mg, 88%). 
 
Tert-butyl 2,4-dioxo-1-prop-2-ynyl-8-oxa-1,3-
diazaspiro[4.5]decane-3-carboxylate (195) 
 
O
N
3
N 1
O
O
Boc
 
White solid 
580 mg – 88% 
tR = 2.42 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 309 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 4.16 (d, J = 2.3 Hz, 2H), 3.87 - 3.81 (m, 4H), 3.25 (t, J = 2.5 Hz, 1H), 
2.11 (ddd, J = 13.8 Hz, J = 10.4 Hz, J = 7.0 Hz, 1H), 1.79 (d, J = 13.2 Hz, 2H), 1.49 (s, 9H) 
 
O
N
3
N1
O
O
Boc
O
NH
3
N1
O
O
196
195 
Dry MeOH
µW
10 min - 60 °C
MeONa (4 eq)
Yield= 86%  
Synthesis of the 1-prop-2-ynyl-8-oxa-1,3-diazaspiro[4.5]decane-2,4-dione (196) 
To a suspension of 195 (1 eq) in MeOH was added sodium methoxide (4 eq). The solution was heated 
under microwave irradiation for 10 min at 60 °C. DCM was added and the mixture was acidified by 
adding solution of HCl 1 M. The aqueous layer was extracted three times with DCM. The organic 
layer was combined, washed with brine, dried over MgSO4 and concentrated. The residue was purified 
by flash chromatography (ether petroleum to ether petroleum/EtOAc 65/35) to give 1-prop-2-ynyl-8-
oxa-1,3-diazaspiro[4.5]decane-2,4-dione (196) as a white solid (270 mg, 86%). 
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1-Prop-2-ynyl-8-oxa-1,3-diazaspiro[4.5]decane-2,4-dione 
(196) 
 
5
4 N
H
3
2
N
1
H
6
H
7
O
H
7
H
6
O
O
8
10
 
White solid 
270 mg – 86% 
tR = 1.53 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 209 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 11.02 (s, NH{3}), 4.09 (d, 2H, 
4
J8-10 = 2.6 Hz, H{8}), 3.91 (td, 2H, 
2
J7ax-7eq = 
3
J7ax-6ax = 11.7 Hz, 
3
J7ax-6eq = 2.1 Hz, H{7ax}), 3.80 (dd, 2H, 
2
J7eq-7ax = 10.9 Hz, 
3
J7eq-6ax = 4.7 
Hz, H{7eq}), 3.19 (t, 1H, 
4
J10-8 = 2.4 Hz, H{10}), 2.10 (ddd, 2H, 
2
J6ax-6eq = 13.6 Hz, 
3
J6ax-7ax = 12.2 Hz, 
3
J6ax-7eq = 5.5 Hz, H{6ax}), 1.65 (d, 2H, 
2
J6eq-6ax = 12.9 Hz, H{6eq}) 
13
C-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 177.2, 155.2, 80.9, 74.0, 62.9, 61.1, 31.1, 27.4 
1
H-NMR 1D-NOESY (DMSO-d6): δ (ppm) 
 11.02 (s, NH{3}) no coupled 
 
 4.09 (d, 2H, 4J8-10 = 2.6 Hz, H{8}) coupled: 
 with 2.10 (ddd, 2H, 2J6ax-6eq = 13.6 Hz, 
3
J6ax-7ax = 12.2 Hz, 
3
J6ax-7eq = 5.5 Hz, H{6ax}) 
 
HRMS (TOF, ES
+
) m/z [M+H]
+
 calculated for C10H13N2O3 209.0926, found 209.0920 
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IV. Chapter III: synthesis of compounds 198 to 249 
 
Synthesis of the final products 198, 200 to 224, and 227 to 231 
Intermediates 199, 227 and 228 
N
O
N
+
O
I
N
O
N
O
N
+
O
I
N
+
O
I
CH3I (1.1 eq) 
Acetone
1 h - RT
199 - Yield= 92%
225 - Yield= 80%
226 - Yield= 54%
 
General procedure for the synthesis of the compounds 199, 225 and 226 
The corresponding cyclic ketone (1 eq) was dissolved in acetone (C = 1 M) under stirring. Methyl 
iodide (1.1 eq) was added dropwise. Reaction mixture was stirred at RT for 1 hour. Precipitate was 
filtered and washed with acetone and with cyclohexane/ethyl acetate solution (1/1). The resulting solid 
was dried under reduced pressure to give the desired compound (199, 225 and 226). 
 
8,8-Dimethyl-8-azoniabicyclo[3.2.1]octan-3-one iodide 
(199) 
 
N
+
O
I
 
White solid 
5.2 g – 92% 
tR = - min  
MS [M+H]
+
 m/z = 154 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 4.17 (m, 2H), 3.39 (s, 3H), 3.19 (s, 3H), 2.97 (m, 2H), 2.65 (m, 2H), 
2.50 (m, 2H), 1.95 (m, 2H) 
 
1,1-Dimethylpiperidin-1-ium-4-one iodide (225)  
N
+
O
I
 
White solid 
800 mg – 80% 
tR = - min  
MS [M+H]
+
 m/z = 128 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 3.74 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.36 – 3.33 (m, 1H), 3.32 (s, 3H), 3.26 (s, 
3H), 2.72 – 2.68 (m, 2H), 1.89 – 1.84 (m, 3H) 
Partie expérimentale 
 
313 
 
9,9-Dimethyl-9-azoniabicyclo[3.3.1]nonan-3-one iodide 
(226) 
 
N
+
O
I
 
White solid 
2.8 g – 54% 
tR = - min  
MS [M+H]
+
 m/z = 168 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 3.93 - 3.89 (m, 2H), 3.36 (s, 3H), 3.32 (s, 3H), 3.26 - 3.24 (m, 1H), 
2.60 - 2.54 (m, 2H), 2.42 - 2.28 (m, 2H), 1.80 - 1.74 (m, 2H), 1.64 - 1.56 (m, 1H), 1.39 - 1.22 (m, 2H) 
 
Final products 198, 200 to 213 and 216 to 224 
N
+
O
I
N
ONH
2n
 
R
R
199
K2CO3 (1.9 eq)
EtOH/H2O (1/1)
4h - reflux
198, 200 - 223
Yield= 17% - 76%
n= 0, 1, 2
 
General procedure B for the synthesis of the compounds 198, 200 and 223 
The appropriate amine (1 eq) was dissolved in EtOH (C = 0.5 M), potassium carbonate (2.1 eq) 
dissolved in water (C = 3 M) was added. The resulting solution was refluxed. A solution of 8,8-
dimethyl-8-azoniabicyclo[3.2.1]octan-3-one iodide (199, 1.1 eq) in water (C = 0.8 M) was added 
dropwise. The reaction mixture was refluxed for 4 hours. Heating was then stopped, the solution was 
reduced under vacuum and the organic layer was extracted with DCM (3x), washed with brine (1x), 
dried over MgSO4 and reduced in vacuo. The residue was purified by flash chromatography using the 
appropriate eluent to give the desired product (198, 200 to 223). 
 
8-[2-(4-Chlorophenyl)ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-
one (198) 
 
N
OCl
 
Brown oil 
800 mg – 76% 
tR = 3.02 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 264 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.30 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.23 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 3.58 - 3.53 (m, 2H), 
2.88 - 2.79 (m, 4H), 2.63 (dd, J = 16.0 Hz, J = 4.5 Hz, 2H), 2.15 (d, J = 15.8 Hz, 2H), 2.05 - 2.00 (m, 
2H), 1.59 (d, J = 7.8 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 209.4, 139.2, 131.6, 130.2, 128.3, 58.9, 52.1, 47.5, 35.2, 27.8 
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8-(2-Phenylethyl)-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (200)  
N
O
 
Brown oil 
124 mg – 54% 
tR = 2.09 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 230 
Purity (215 nm) 96% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.34 - 7.19 (m, 5H), 3.6 1- 3.55 (m, 2H), 2.91 - 2.80 (m, 4H), 2.66 (dd, J 
= 16.0 Hz, J = 4.5 Hz, 2H), 2.19 - 2.13 (m, 2H), 2.06 - 2.01 (m, 2H), 1.63 - 1.55 (m, 2H) 
13
C-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 204.4, 137.6, 129.3, 129.1, 127.2, 61.0, 52.4, 46.5, 30.8, 25.6 
 
8-[2-(3,4-Dichlorophenyl)ethyl]-8-
azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (201) 
 
N
OCl
Cl  
Brown oil 
145 mg – 60% 
tR = 2.22 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 298 
Purity (215 nm) 97% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.41 - 7.39 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.41 (d, J =2.1 Hz, 1H), 7.17-7.13 (dd, J = 
8.2 Hz, J =2.1 Hz, 1H), 3.53 (m, 2H), 2.82 (s, 4H), 2.65 - 2.59 (dd, J = 15.91 Hz, J = 4.30 Hz, 2H), 
2.19 - 2.13 (m, 2H), 2.05 - 2.01 (m, 2H), 1.63 - 1.56 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 209.3, 141.2, 131.8, 130.7, 130.1, 129.7, 128.5, 58.9, 51.9, 47.6, 35.0, 
27.8 
 
8-[2-[4-(Trifluoromethyl)phenyl]ethyl]-8-
azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (202) 
 
N
O
F
F
F
 
White solid 
76 mg – 26% 
tR = 3.05 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 298 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.59 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.42 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 3.58 - 3.54 (m, 2H), 
2.97 - 2.91 (m, 2H), 2.88 - 2.83 (m, 2H), 2.64 (dd, J = 16.0 Hz, J = 4.6 Hz, 2H), 2.17 (d, J = 16.7 Hz, 
2H), 2.07 - 2.02 (m, 2H), 1.64 - 1.56 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 209.3, 145.0, 129.2, 128.1 (q, J = 31.7 Hz), 125.1 (q, J = 3.7 Hz), 124.4 
(q, J = 271.5 Hz), 58.9, 51.9, 47.5, 35.7, 27.8 
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8-[2-(2,4-Dichlorophenyl)ethyl]-8-
azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (203) 
 
N
OCl
Cl
 
White solid 
96 mg – 32% 
tR = 3.82 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 298 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.41 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.23 (dd, J = 8.2 Hz, J 
= 2.0 Hz, 1H), 3.59 - 3.55 (m, 2H), 3.0 - 2.94 (m, 2H), 2.83 - 2.77 (m, 2H), 2.64 (dd, J = 16.0 Hz, J = 
4.5 Hz, 2H), 2.16 (d, J = 15.9 Hz, 2H), 2.06 - 2.01 (m, 2H), 1.58 (d, J = 7.9 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 209.3, 136.8, 134.6, 132.3, 131.9, 129.0, 127.0, 59.0, 50.4, 47.6, 33.1, 
27.8 
 
8-[2-(4-Nitrophenyl)ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-
one (204) 
 
N
OO2N
 
Orange oil 
99 mg – 45% 
tR = 1.80 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 275 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.17 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.46 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 3.57 - 3.52 (m, 2H), 3.0 
- 2.95 (m, 2H), 2.90 - 2.84 (m, 2H), 2.62 (dd, J = 16.1 Hz, J = 4.4 Hz, 2H), 2.17 (d, J = 16.1 Hz, 2H), 
2.06 - 2.00 (m, 2H), 1.58 (d, J = 8.7 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 209.2, 148.7, 129.7, 123.4, 121.1, 59.0, 61.7, 47.6, 35.6, 27.8 
 
8-[2-(p-Tolyl)ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (205)  
N
O
 
Flash chromatography: cHex to 
cHex/EtOAc 8/2 
Brown oil 
115 mg – 59% 
tR = 1.78 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 244 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.17 - 7.10 (m, 4H), 3.58 - 3.45 (m, 2H), 2.95 - 2.82 (m, 4H), 2.69 (dd, J 
= 16 Hz, J = 5.2 Hz, 2H), 2.34 (s, 3H), 2.18 - 2.12 (m, 2H), 2.06 - 2.00 (m, 2H), 1.62 - 1.55 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 209.5, 137.4, 135.6, 128.9, 128.6, 58.8, 52.4, 47.3, 35.4, 27.9, 20.7 
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8-[2-(3-Chlorophenyl)ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-
one (206) 
 
N
O
Cl  
Flash chromatography: cHex to 
cHex/[EtOAc-EtOH 3-1] 8/2 
Yellow oil 
40 mg – 17% 
tR = 1.97 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 264 
Purity (215 nm) 97% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.28 - 7.14 (m, 4H), 3.54 - 3.52 (m, 2H), 2.95 - 2.81 (m, 4H), 2.65 - 2.58 
(m, 2H), 2.16 - 2.11 (m, 2H), 2.03 - 1.99 (m, 2H), 1.61 - 1.53 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 209.4, 142.8, 133.8, 129.6, 128.8, 127.1, 126.1, 58.9, 52.1, 47.5, 35.6, 
27.8 
 
 
8-[2-(4-Fluorophenyl)ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-
one (207) 
 
N
OF
 
Flash chromatography: cHex to 
cHex/EtOAc 6/4 
Brown oil 
125 mg – 51% 
tR = 2.15 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 248 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.25 (dd, J = 5.6 Hz, J = 8.7 Hz, 2H), 7.0 (t, J = 9 Hz, 2H), 3.57 - 3.54 
(m, 2H), 2.88 - 2.77 (m, 4H), 2.63 (dd, J = 16.0 Hz, J = 4.6 Hz, 2H), 2.16 (d, J = 15.7 Hz, 2H), 2.06 - 
2.00 (m, 2H), 1.63 - 1.55 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 206.4, 165.8 (d, J = 245.5 Hz), 133.8 (d, J = 20 Hz), 129.4, 127.8, 58.7, 
52.9, 44.6, 32.8, 25.6 
 
8-[2-(4-Methoxyphenyl)ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-
3-one (208) 
 
N
OMeO
 
Flash chromatography: cHex to 
cHex/EtOAc 8/2 
Brown oil 
153 mg – 59% 
tR = 1.53 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 260 
Purity (215 nm) 97% 
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1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.20 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.87 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 3.80 (s, 3H), 3.61 - 3.56 
(m, 2H), 2.81 (s, 4H), 2.66 (dd, J = 15.8 Hz, J = 4.3 Hz, 2H), 2.17 (d, J = 15.6 Hz, 2H), 2.08 - 2.0 (m, 
2H), 1.60 (d, J = 7.9 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 209.6, 158.0, 132.5, 129.6, 113.6, 58.8, 55.1, 52.5, 47.4, 35.0, 27.9 
 
8-[2-(2-Pyridyl)ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one 
(209) 
 
N
O
N  
Flash chromatography: cHex to 
cHex/EtOAc 3/7 
Brown oil 
125 mg – 54% 
tR = 1.27 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 231 
Purity (215 nm) 97% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.51 (ddd, J = 4.8 Hz, J = 1.8 Hz, J = 0.9 Hz, 1H), 7.63 (td, J = 7.7 Hz, J 
= 1.9 Hz, 1H), 7.25 (td, J = 7.8 Hz, J = 0.9 Hz, 1H), 7.15 (ddd, J = 7.5 Hz, J = 4.9 Hz J = 1.1 Hz,1 H), 
3.57 - 3.54 (m, 2 H), 3.07 - 2.96 (m, 4 H), 2.65 (dd, J = 16 Hz, J = 4.5 Hz, 2H), 2.17 - 2.01 (m, 4H), 
1.62 - 1.54 (m, 2 H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 209.7, 160.4, 149.1, 136.2, 123.4, 121.2, 58.8, 50.3, 47.4, 38.1, 27.8 
 
8-[2-(3-Pyridyl)ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one 
(210) 
 
N
O
N
 
Flash chromatography: cHex to 
cHex/[EtOAc-EtOH 3-1] 6/4 
Brown oil 
151 mg – 66% 
tR = 2.20 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 231 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.51 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 8.45 (dd, J = 4.8 Hz, J = 1.6 Hz, 1H), 7.61 (dt, J 
= 7.6 Hz, J = 1.6 Hz, 1H), 7.24 (dd, J = 4.8 Hz, J = 7.6 Hz, 1H), 3.62 - 3.56 (m, 2H), 2.85 (s, 4H), 2.64 
(dd, J = 15.4 Hz, J = 4.4 Hz, 2H), 2.2 - 2.14 (m, 2H), 2.06  -2.02 (m, 2H), 1.64 - 1.56 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 208.9, 150.1, 147.5, 136.2, 135.7, 123.2, 59.0, 51.9, 47.5, 32.7, 27.7 
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8-[2-(4-Pyridyl)ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one 
(211) 
 
N
O
N
 
Flash chromatography: cHex to 
cHex/[EtOAc-EtOH 3-1] 75/25 
Brown solid 
148 mg – 64% 
tR = 1.07 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 231 
Purity (215 nm) 97% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.49 (d, J = 4.3 Hz, 2H), 7.22 (d, J = 4.2 Hz, 2H), 3.57 - 3.52 (m, 2H), 
2.86 (s, 4H), 2.66 - 2.59 (dd, J = 15.9 Hz, J = 4.4 Hz, 2H), 2.19 - 2.13 (m, 2H), 2.06 - 2.01 (m, 2H), 
1.63 - 1.56 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 209.3, 149.5, 133.3, 124.2, 58.9, 51.2, 47.6, 35.1, 27.8 
 
8-[2-(1H-Indol-3-yl)ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-
one (212) 
 
N
ON
H
 
Flash chromatography: cHex to 
cHex/EtOAc 6/4 
White solid 
152 mg – 57% 
tR = 2.70 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 269 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.20 (brs, NH), 7.64 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.40 (dt, J = 7.9 Hz, J = 1.1 Hz, 
1H), 7.19 (td, J = 7.6 Hz, J = 1.2 Hz, 1H), 7.14 - 7.09 (m, 2H), 3.38 - 3.34 (m, 2H), 3.07 - 3.0 (m, 2H), 
2.94 (td, J = 6.5 Hz, J = 2.3 Hz, 2H), 2.70 (dd, J = 16.1 Hz, J = 4.3 Hz, 2H), 2.18 (d, J = 16.1 Hz, 2H), 
2.09 - 2.04 (m, 2H), 1.61 (d, J = 7.8 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 209.9, 144.6, 136.4, 127.6, 121.9, 119.3, 118.8, 114.4, 111.2, 58.9, 51.2, 
47.5, 28.1, 25.4 
 
8-(3-Phenylpropyl)-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (213)  
N
O
 
Flash chromatography: cHex to 
cHex/[EtOAc-EtOH 4-1] 9/1 
Brown oil 
142 mg – 58% 
tR = 2.47 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 244 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.33 - 7.17 (m, 5H), 3.56 - 3.50 (m, 2H), 2.77 - 2.72 (m, 2H), 2.63 - 2.58 
(m, 2H), 2.62 (dd, J = 16.0 Hz, J = 4.5 Hz, 2H), 2.14 (d, J = 16.1 Hz, 2H), 2.04 - 1.99 (m, 2H), 1.87 
(quint, J = 7.3 Hz, 2H), 1.57 (d, J = 7.8 Hz, 2H) 
Partie expérimentale 
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13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 209.7, 142.5, 128.4, 128.2, 125.7, 58.6, 49.4, 47.4, 33.4, 30.8, 27.9 
 
NH
2
Cl
NH
2
Cl
O
2
N
KNO3 (1 eq)
H2SO4
24 h - (-5 °C)
214
Yield= 66%  
Synthesis of the 2-(4-chloro-3-nitro-phenyl)ethyl amine (214) 
2-(4-chlorophenyl)ethyl  amine (1 eq) was stirred in sulfuric acid (C = 0.1 M) at RT until all the solid 
dissolved. The resulting solution was cooled between -10 and -5 °C (ice with EtOH). Potassium nitrate 
(1 eq) was added portion wise, making sure that temperature did not go above -5°C. The reaction 
mixture was stirred at this temperature for 24 hours. It was then poured into ice, basified with a 
solution of NaOH 3 M and extracted with DCM. The organic layers were washed with brine (1x), 
dried over MgSO4 and concentrated in vacuo. The residue was purified by flash chromatography 
(DCM to 97/3 DCM/MeOH 0.5% NH3) to give 2-(4-chloro-3-nitro-phenyl)ethanamine (214) as a 
brown oil (237 mg, 66%). 
 
2-(4-Chloro-3-nitro-phenyl)ethyl amine (214)  
NH
2
Cl
O
2
N
 
Brown oil 
237 mg – 66% 
tR = 2.50 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 201 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.76 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.42 (dd, J = 8.4 Hz, J 
= 2.1 Hz, 1H), 2.98 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.80 (t, J = 6.5 Hz, 2H) 
 
NH
2
Cl
O
2
N
NH
2
Cl
NH
2
214
Fe (7 eq)
HCl 37% (0.2 eq)
MeOH/H2O (3/1)
12 h - reflux
215
Yield= 90%  
Synthesis of the 5-(2-aminoethyl)-2-chloro-aniline (215) 
To a solution of 2-(4-chloro-3-nitro-phenyl)ethyl amine (214, 1 eq) in a mixture of MeOH and H2O 
(3/1, C = 0.4 M), HCl 37% (0.2 eq) and iron (7 eq)) were added. The solution was refluxed overnight. 
The reaction was monitored by TLC. At the end of the reaction, the solution was cooled to RT and 
filtered through Celite, washed with MeOH. The filtrate was then concentrated in vacuo. The residue 
was dissolved in water and basified with 3 M NaOH solution. The aqueous solution was extracted 
with EtOAc. The combined organic fractions were dried over MgSO4 and concentrated under reduce 
pressure to give 5-(2-aminoethyl)-2-chloro-aniline as a brown oil (180 mg, 90%) which was used for 
the next step without further purification. 
Partie expérimentale 
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5-(2-Aminoethyl)-2-chloro-aniline (215)  
NH
2
Cl
NH
2  
Brown oil 
180 mg – 90% 
tR = 1.37 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 171 
Purity (215 nm) 85% 
 
No NMR was carried out due to the purity < 85%. 
 
The synthesis of the final compound 216 was performed following the general procedure B with 5-(2-
aminoethyl)-2-chloro-aniline (215) and 8,8-dimethyl-8-azoniabicyclo[3.2.1]octan-3-one iodide (199) 
as starting materials. The residue was purified by flash preparative HPLC to afford 8-[2-(3-amino-4-
chloro-phenyl)ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (216) as a white solid (107 mg, 65%). 
 
8-[2-(3-amino-4-chloro-phenyl)ethyl]-8-
azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (216) 
 
N
OCl
NH
2  
White solid 
107 mg – 65% 
tR = 2.42 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 279 
Purity (215 nm) 96% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.16 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.97 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.60 (dd, J = 8.2 Hz, J 
= 2.0 Hz, 1H), 4.07 (brs, NH2), 3.58 - 3.53 (m, 2H), 2.83 - 2.71 (m, 4H), 2.64 (dd, J = 16.2 Hz, J = 4.6 
Hz, 2H), 2.15 (dd, J = 17.1 Hz, J = 1.6 Hz, 2H), 2.06 - 2.0 (m, 2H), 1.58 (d, J = 7.8 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 209.5, 142.9, 140.4, 129.0, 119.3, 116.6, 116.1, 58.8, 52.1, 47.4, 35.4, 
27.8 
 
8-[(4-Chlorophenyl)methyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-
one (217) 
 
N
O
Cl  
Flash chromatography: cHex to 
cHex/EtOAc 85/15 
Brown oil 
120 mg – 48% 
tR = 1.83 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 250 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.42 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.35 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 3.75 (s, 2H), 3.50 - 3.46 
(m, 2H), 2.68 (dd, J = 15.7 Hz, J = 4.6 Hz, 2H), 2.22 - 2.10 (m, 4H), 1.64 - 1.61(m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 209.4, 138.4, 132.4, 129.8, 128.3, 58.7, 54.4, 48.2, 27.7 
 
Partie expérimentale 
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8-Indan-2-yl-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (218)  
N
O
 
Flash chromatography: cHex to 
cHex/EtOAc 8/2 
White solid 
90 mg – 37% 
tR = 1.72 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 242 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.25 - 7.21 (m, 2H), 7.20 - 7.16 (m, 2H), 3.76 - 3.71 (m, 2H), 3.64 (tt, J = 
9.1 Hz, J = 7.3 Hz, 1H), 3.18 (dd, J = 14.6 Hz, J = 7.3 Hz, 2H), 2.96 (dd, J = 15 Hz, J = 9.2 Hz, 2H), 
2.74 (dd, J = 16.1 Hz, J = 4.2 Hz, 2H), 2.23 - 1.69 (m, 2H), 2.12 - 2.06 (m, 2H), 1.65 - 1.62 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 209.3, 141.8, 126.4, 124.4, 58.5, 57.5, 46.5, 39.1, 28.3 
 
Tert-butyl N-[2-(3-oxo-8-azabicyclo[3.2.1]octan-8-
yl)ethyl]carbamate (219) 
 
N
O
N
H
Boc  
Flash chromatography: cHex to 
cHex/[EtOAc-EtOH 3-1] 8/2 
Brown oil 
96 mg – 36% 
tR = 1.53 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 269 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 3.53 - 3.50 (m, 2H), 3.25 (q, J = 5.8 Hz, 2H), 2.68 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 
2.63 (dd, J = 15.9 Hz, J = 4.7 Hz, 2H), 2.17 (d, J = 16.0 Hz, 2H), 2.05 - 2 (m, 2H), 1.60 (d, J = 7.8 Hz, 
2H), 1.46 (s, 9H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 209.2, 155.8, 78.7, 58.8, 50.1, 47.8, 39.2, 28.1, 27.7 
 
8-(2-Morpholinoethyl)-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one 
(220) 
 
N
O
N
O
 
Flash chromatography: cHex to 
cHex/[EtOAc-EtOH 3-1] 8/2 
Brown oil 
82 mg – 34% 
tR = 0.37 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 239 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 3.67 (t, J = 4.65, 4H), 3.58 - 3.54 (m, 2H), 2.75 - 2.48 (m, 10H), 2.17 - 
2.11 (m, 2H), 2.05 - 2.00 (m, 2H), 1.61 - 1.54 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 209.4, 66.9, 59.2, 58.5, 54.2, 47.7, 47.4, 27.8 
 
Partie expérimentale 
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8-[2-[3-(Trifluoromethyl)phenyl]ethyl]-8-
azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (221) 
 
N
O
F
F
F
 
Flash chromatography: cHex to 
cHex/EtOAc 75/25 
Brown oil 
100 mg – 25% 
tR = 3.40 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 298 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.56 (s, 1H), 1.53 - 7.43 (m, 3H), 3.58 - 3.54 (m, 2H), 3.0 - 2.91 (m, 2H), 
2.88 - 2.83 (m, 2H), 2.64 (dd, J = 16.1 Hz, J = 4.1 Hz, 2H), 2.16 (d, J = 16.1 Hz, 2H), 2.07 - 2.01 (m, 
2H), 1.58 (d, J = 7.9 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 209.2, 141.6, 132.4, 130.2 (q, J = 31.6 Hz), 128.7, 125.5 (q, J = 3.7 Hz), 
124.4 (q, J = 272 Hz), 122.8 (q, J = 3.8 Hz), 58.9, 52.0, 47.5, 35.6, 27.8 
 
8-[2-[2-(Trifluoromethyl)phenyl]ethyl]-8-
azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (222) 
 
N
O
F F
F
 
Flash chromatography: cHex to 
cHex/[EtOAc-EtOH 3-1] 9/1 
Orange oil 
100 mg – 25% 
tR = 2.15 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 298 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.67 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.54 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.47 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 
7.36 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 3.63 – 3.57 (m, 2H), 3.08 – 3.03 (m, 2H), 2.85 – 2.79 (m, 2H), 2.65 (dd, J = 
16.1 Hz, J = 4.4 Hz, 2H), 2.18 (dd, J = 17.1 Hz, J = 1.8 Hz, 2H), 2.07 – 2.00 (m, 2H), 1.6 (d, J = 8.0 
Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 209.4, 138.9, 131.8, 131.7, 128.3 (q, J = 29.9 Hz), 126.3, 125.9 (q, J = 
4.7 Hz), 124.6 (q, J = 274.0 Hz), 59.0, 52.4, 47.6, 32.7, 27.8 
 
8-[2-(4-Bromophenyl)ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-
one (223) 
 
N
O
Br
 
Flash chromatography: cHex to 
cHex/EtOAc 8/2 
Brown solid 
197 mg – 64% 
tR = 2.03 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 308 
Purity (215 nm) 98% 
 
Partie expérimentale 
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1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.44 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.18 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 3.56 - 3.53 (m, 2H), 
2.86 - 2.82 (m, 4H), 2.63 (dd, J = 15.9 Hz, J = 4.3 Hz, 2H), 2.19 - 2.12 (m, 2H), 2.05 - 2.01 (m, 2H), 
1.62 - 1.55 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 208.5, 139.8, 131.7, 130.9, 119.7, 59.0, 52.2, 47.4, 35.3, 27.8 
 
N
O
Br
N
O
I
CuI (0.5 eq)
NaI (2.5 eq)
N,N'-Dimethylethylenediamine (1 eq)
Dioxane
20h - reflux 
224
Rdt : 60%
223
 
Synthesis of the 8-[2-(4-iodophenyl)ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (224) 
8-[2-(4-bromophenyl)ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (223, 1 eq), copper iodide (0.5 eq), 
sodium iodide (2.5 eq) were added to a schlenk tube, evacuated and backfilled with argon. Under 
argon atmosphere, N,N'-dimethylethylenediamine (1 eq) in dry 1,4-dioxane (C = 0.2 M) was added 
using a syringe. The reaction heated to 110°C under argon atmosphere for 4 hours. The mixture was 
cooled to RT and poured into water. The resulting solution was extracted with DCM (3x) and the 
combined organic layers were dried over MgSO4 and concentrated under reduce pressure. The residue 
was purified by flash chromatography on silica gel (cHex to cHex/EtOAc 6/4) to afford 8-[2-(4-
iodophenyl)ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (224) as an orange oil (104 mg, 60%). 
 
8-[2-(4-Iodophenyl)ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one 
(224) 
 
N
O
I
 
Orange oil 
104 mg – 60% 
tR = 2.15 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 356 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.66 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.06 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 3.58 – 3.53 (m, 2H), 
2.64 (dd, J = 15.9 Hz, J = 4.1 Hz, 2H), 2.17 (d, J = 15.5 Hz, 2H), 2.06 – 2.01 (m, 2H), 1.60 (d, J = 7.8 
Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 209.4, 140.4, 137.2, 131.0, 90.9, 58.9, 52.0, 47.5, 35.4, 27.8 
 
 
 
 
 
 
Partie expérimentale 
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The synthesis of the final product 227 was carried out following the general procedure B with the 1,1-
dimethylpiperidin-1-ium-4-one iodide (225) as starting material. 
1-[2-(4-Chlorophenyl)ethyl]piperidin-4-one (227)  
N
O
Cl
 
Flash chromatography: cHex to 
cHex/EtOAc 7/3 
Yellow solid 
132 mg – 57% 
tR = 1.77 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 238 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.29 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.21 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 2.85 - 2.68 (m, 8H), 
2.43 (t, J = 6.3 Hz, 4H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 208.5, 139.1, 131.6, 130.1, 128.3, 58.7, 53.1, 41.2, 33.2 
 
The synthesis of the final products 228 to 231 was performed following the general procedure B with 
the 9,9-dimethyl-9-azoniabicyclo[3.3.1]nonan-3-one iodide (226)as starting material. 
9-[2-(4-chlorophenyl)ethyl]-9-azabicyclo[3.3.1]nonan-3-
one (228) 
 
N
O
Cl
 
Flash chromatography: cHex to 
cHex/EtOAc 8/2 
Brown oil 
190 mg – 69% 
tR = 1.95 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 278 
Purity (215 nm) 97% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.30 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.22 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 3.40 - 3.35 (m, 2H), 
2.95 - 2.90 (m, 2H), 2.80 - 2.75 (m, 2H), 2.66 (dd, J = 16.4 Hz, J = 6.4 Hz, 2H), 2.20 (d, J = 16.6 Hz, 
2H), 1.94 - 1.82 (m, 2H), 1.57 - 1.41 (m, 4H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 210.7, 139.4, 131.5, 130.3, 128.2, 54.5, 54.2, 42.6, 34.7, 29.7, 16.6 
 
9-[2-(3,4-Dichlorophenyl)ethyl]-9-
azabicyclo[3.3.1]nonan-3-one (229) 
 
N
O
Cl
Cl  
Flash chromatography: cHex to 
cHex/EtOAc 8/2 
Brown oil 
36 mg – 12% 
tR = 2.70 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 312 
Purity (215 nm) 97% 
 
Partie expérimentale 
 
325 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.41 (s, 1H), 7.4 (d, J =9.4 Hz, 1H), 7.14 (dd, J =2 Hz, J =8.3 Hz, 1H), 
3.33 - 3.31 (m, 2H), 2.93 (t , J =7.5 Hz, 2H), 2.77 (t, J =7.34 Hz, 2H), 2.65 (dd, J =6.7 Hz, J =16.6 Hz, 
2H), 2.20 (d, J =16.7 Hz, 2H), 1.93 - 1.82 (m, 2H), 1.58 - 1.42 (m, 4H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 210.5, 141.3, 131.7, 130.8, 131.0, 129.6, 128.6, 54.3, 54.1, 42.6, 34.4, 
29.6, 16.5 
 
9-[2-(p-Tolyl)ethyl]-9-azabicyclo[3.3.1]nonan-3-one 
(230) 
 
N
O
 
Flash chromatography: cHex to 
cHex/EtOAc 85/15 
Brown oil 
172 mg – 67% 
tR = 2.34 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 258 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.18 - 7.11 (m, 4H), 3.30 - 3.38 (m, 2H), 2.93 (dd, J = 9.0 Hz, J = 1.5 Hz, 
1H), 2.90 (dd, J = 8.5 Hz, J = 1.3 Hz, 1H), 2.79 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 2.77 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 2.69 (dd, 
J = 16.5 Hz, J = 7.0 Hz, 2H), 2.34 (s, 3H), 2.20 (d, J = 16.6 Hz, 2H), 1.99 - 1.86 (m, 2H), 1.60 - 1.45 
(m, 4H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 210.8, 137.5, 135.5, 128.9, 128.6, 55.0, 54.2, 42.5, 34.9, 29.8, 20.7, 16.6 
 
9-[2-(4-Bromophenyl)ethyl]-9-azabicyclo[3.3.1]nonan-3-
one (231) 
 
N
O
Br
 
Flash chromatography: cHex to 
cHex/EtOAc 82/18 
Brown oil 
8 mg – 2% 
tR = 2.55 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 322 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.50 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.24 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 3.70 (s, 2H), 3.23 - 3.10 
(m, 5H), 2.44 - 2.39 (m, 2H), 2.14 (s, 2H), 1.72 - 1.67 (m, 5H) 
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Synthesis of the final products 233 and 234 
Intermediate 232 
NH
2
Cl
N
Cl
OMe
OMe
CH2O (3.25 eq)
Dry K2CO3 (1 eq)
Dry MeOH
48 h - RT
232
Yield= 90%  
Synthesis of the 2-(4-chlorophenyl)-N,N-bis(methoxymethyl)ethanamine (232) 
Anhydrous K2CO3 (1 eq) was added to a mixture of anhydrous MeOH (C = 2 M) and 
paraformaldehyde (3.25 eq). Then, 2-(4-chlorophenyl)ethanamine (1 eq) was added over a period of 
30 minutes and the resulting mixture was stirred for 48 hours at RT. The crude reaction was filtered to 
remove all solids and the solvent was evaporated in vacuo. The residue was suspended in anhydrous 
DCM and filtered. The filtrate was evaporated under vacuum to afford the desired compound 2-(4-
chlorophenyl)-N,N-bis(methoxymethyl)ethanamine (232) as a colorless oil (2.2 g, 90%). 
 
2-(4-Chlorophenyl)-N,N-bis(methoxymethyl)ethanamine 
(232) 
 
N
Cl
OMe
OMe  
Colorless oil  
2.2 g – 90% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.27 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.19 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 4.24 (s, 4H), 3.20 (s, 
6H), 3.11 – 3.06 (m, 2H), 2.83 – 2.78 (m, 2H) 
 
Final products 233 and 234 
N
Cl
OMe
OMe
O
N
OCl
232
CH3SiCl3 (2 eq)
n : 0, 1
Dry MeCN
3 to 8 h - RT
n : 0 233 - Yield= 40%
n : 1 234 - Yield= 25%
(  )n
(  )n
 
General procedure for the synthesis of the final products 233 and 234 
To a mixture of the appropriate cyclic ketone (cyclopentanone or cyclohexanone, 1 eq) and 2-(4-
chlorophenyl)-N,N-bis(methoxymethyl)ethanamine (232, 2 eq) in anhydrous MeCN (C = 1 M) was 
added trichloromethylsilane (2 eq). The mixture was stirred at RT for 3 to 8 hours and then was 
quenched with NaHCO3aq and extracted with EtOAc (3x). The combined organic layers were washed 
with brine (1x), dried over MgSO4 and concentrated under vacuum. The residue was purified by flash 
chromatography to give the desired final product (233 and 234). 
Partie expérimentale 
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3-[2-(4-Chlorophenyl)ethyl]-3-azabicyclo[3.2.1]octan-8-
one (233) 
 
N
OCl
 
Flash chromatography: cHex to 
cHex/DCM/EtOAc 8/1/1 
Yellow oil 
40 mg – 40% 
tR = 1.75 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 264 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.29 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.22 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 3.06 - 3.01 (m, 2H), 
2.81 - 2.75 (m, 2H), 2.72 - 2.67 (m, 2H), 2.56 (d, J = 10.4 Hz, 2H), 2.15 - 2.10 (m, 2H), 1.92 - 1.86 
(m, 2H), 1.84 - 1.78 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 220.0, 139.7, 132.0, 130.1, 128.2, 61.8, 56.7, 45.4, 33.1, 22.6 
 
3-[2-(4-Chlorophenyl)ethyl]-3-azabicyclo[3.2.1]octan-8-
one (234) 
 
N
OCl
 
Flash chromatography: petroleum ether 
to petroleum ether/[DCM-EtOH 3-1] 9/1 
Yellow oil 
45 mg – 25% 
tR = 3.47 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 278 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.30 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.21 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 3.23 (dd, J = 12.6 Hz, J 
= 1.6 Hz, 2H), 2.81 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 2.65 - 2.51 (m, 5H), 2.33 - 2.29 (m, 2H), 2.14 - 2.06 (m, 2H), 
2.04 - 1.91 (m, 2H), 1.41 - 1.33 (m, 1H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 217.9, 139.6, 131.9, 130.1, 128.2, 60.3, 58.4, 48.0, 34.8, 33.1, 20.9 
 
Synthesis of the final products 236 to 241 
N
O
Cl
N
Cl F
F
N
S
O
O
F
F
H
(i) tBuOK (2.2 eq)
(ii) HCl (3 M - 5 eq)
+
198
Dry DMF
96 h - (-25°C)
236
Yield= 30%  
Synthesis of the 8-[2-(4-chlorophenyl)ethyl]-3-(difluoromethylene)-8-azabicyclo[3.2.1]octane (236) 
Under argon atmosphere, potassium tert-butanolate (2.2 eq) dissolved in dry DMF (C = 0.9 M) was 
added to a solution of 8-[2-(4-chlorophenyl)ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (198, 1.2 eq) and 2-
(difluoromethylsulfonyl)pyridine (1 eq) in dry DMF (C = 0.25 M) at -50 °C. The reaction mixture was 
allowed to warm up to -25 °C. The mixture was stirred for 4 days at -25 °C. Then, the reaction mixture 
was quenched with aqueous saturated ammonium chloride (C = 0.5 M), followed by HCl 3 M (C = 0.5 
M). The reaction mixture was allowed to warm up to RT. A solution of NaOH 3 M (C = 0.5 M) was 
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added and the product was extracted with DCM (3x). The combined organic layers were dried over 
MgSO4 and concentrated in vacuo. The residue was purified by flash chromatography (cHex to 
cHex/EtOAc 9/1) to give 8-[2-(4-chlorophenyl)ethyl]-3-(difluoromethylene)-8-
azabicyclo[3.2.1]octane (236) as an orange solid (60 mg, 30%). 
 
8-[2-(4-Chlorophenyl)ethyl]-3-(difluoromethylene)-8-
azabicyclo[3.2.1]octane (236) 
 
N
Cl F
F
 
Orange solid 
60 mg – 30% 
tR = 2.45 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 298 
Purity (215 nm) 95% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.31 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.24 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 3.54 - 3.46 (m, 2H), 
2.97 - 2.92 (m, 2H), 2.79 - 2.74 (m, 2H), 2.53 - 2.49 (m, 2H), 2.16 (dd, J = 15.2 Hz, J = 1.1 Hz, 2H), 
2.04 - 1.99 (m, 2H), 1.61 (d, J = 8.0 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 153.3 (t, J = 288.3 Hz), 138.3, 131.8, 130.2, 128.4, 81.4 (t, J = 18.9 Hz), 
59.2, 50.0, 33.8, 29.2, 26.3 
 
N
O
Cl
O
O
N
Cl
ethanediol (2.2 eq)
Me3SiCl (4.4 eq)
Dry MeCN
µW
25 min - 80 °C
198
237
Yield= 83%  
Synthesis of the 8'-[2-(4-chlorophenyl)ethyl]spiro[1,3-dioxolane-2,3'-8-azabicyclo[3.2.1]octane] (237) 
To a solution of 8-[2-(4-chlorophenyl)ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (198, 1 eq) in dry MeCN 
(C = 0.15 M) under an argon stream was added ethanediol (2.2  eq) followed by chlorotrimethylsilane 
(4.4 eq). The reaction mixture was heated under microwave irradiation for 25 minutes at 80 °C. Then a 
saturated solution of NaHCO3 was added and the resulting solution was extracted with DCM (3x). The 
combined organic layer were washed with brine (1x), dried over MgSO4 and concentrated to dryness 
to give 8'-[2-(4-chlorophenyl)ethyl]spiro[1,3-dioxolane-2,3'-8-azabicyclo[3.2.1]octane] (237) as a 
white solid (26 mg, 83%). 
 
8'-[2-(4-Chlorophenyl)ethyl]spiro[1,3-dioxolane-2,3'-8-
azabicyclo[3.2.1]octane] (237) 
 
O
O
N
Cl
 
White solid 
26 mg – 83% 
tR = 2.23 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 308 
Purity (215 nm) 98% 
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1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.28 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.21 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 3.95 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 
3.79 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.33 - 3.28 (m, 2H), 2.83 - 2.75 (m, 2H), 2.70 - 2.64 (m, 2H), 2.0 - 1.94 (m, 
4H), 1.92 - 1.83 (m, 2H), 1.67 (d, J = 13.6 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 139.4, 131.5, 130.2, 128.2, 107.2, 64.2, 62.9, 58.5, 39.8, 34.9, 29.7, 25.7 
 
N
O
Cl
O
O
N
Cl
Dry MeOH
µW
25 min - 80 °C
198 238
Yield= 60%
APTS (2 eq)
HC(OCH3)3 (5 eq)
 
Synthesis of the 8-[2-(4-chlorophenyl)ethyl]-3,3-dimethoxy-8-azabicyclo[3.2.1]octane (238) 
Under argon atmosphere, trimethylorthoformate (5 eq) was added to a solution of 8-[2-(4-
chlorophenyl)ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (198, 1 eq) and APTS (2 eq) in dry MeOH (C = 
0.5 M). The reaction mixture was heated under microwave irradiation for 25 minutes at 80 °C. Then a 
saturated solution of NaHCO3 was added and the resulting solution was extracted with DCM (3x). The 
combined organic layers were dried over MgSO4 and concentrated under vacuum. The residue was 
purified by flash chromatography (cHex from cHex/[EtOAc-EtOH 3-1] 9/1) to give 8-[2-(4-
chlorophenyl)ethyl]-3,3-dimethoxy-8-azabicyclo[3.2.1]octane (238) as a white solid (83 mg,  60%).  
 
8-[2-(4-Chlorophenyl)ethyl]-3,3-dimethoxy-8-
azabicyclo[3.2.1]octane (238) 
 
O
O
N
Cl
 
White solid 
83 mg – 60% 
tR = 2.17 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 278 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.29 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.21 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 3.27 - 3.21 (m, 2H), 
3.16 (s, 3H), 3.11 (s, 3H), 2.78 - 2.73 (m, 2H), 2.66 - 2.60 (m, 2H), 1.92 - 1.86 (m, 2H), 1.81 - 1.73 
(m, 6H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 139.7, 131.3, 130.2, 128.2, 98.9, 57.9, 52.7, 47.9, 46.8, 37.1, 35.2, 25.8 
 
N
O
Cl
OH
N
Cl
OH
N
Cl
EtOH
2 h - RT
198
239
Yield= 20%
NaBH4 (1 eq)
239'
Yield= 50%  
Synthesis of the 8-[2-(4-chlorophenyl)ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-ol (239 and 239’) 
NaBH4 (1 eq) was added to a solution of 8-[2-(4-chlorophenyl)ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one 
(198, 1 eq) in EtOH (C = 0.25 M). The reaction mixture was stirred at RT for 2 hours. Then, EtOH 
was evaporated under reduced pressure. The residue was purified by preparative HPLC (from 10% 
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MeCN to 35% MeCN for 30 min) to give cis-8-[2-(4-chlorophenyl)ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-
ol (239) as a white solid (27 mg, 20%) and trans-8-[2-(4-chlorophenyl)ethyl]-8-
azabicyclo[3.2.1]octan-3-ol (239’) as a white solid (66 mg, 50%). 
 
Cis-8-[2-(4-chlorophenyl)ethyl]-8-
azabicyclo[3.2.1]octan-3-ol (239) 
 
N
Cl
OH
H
 
White solid 
27 mg – 20% 
tR = 2.83 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 266 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 7.33 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.27 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 3.75 (quint, J = 5.9 
Hz, 1H), 3.43 (s, 2H), 2.81 - 2.69 (m, 4H), 1.92 - 1.88 (m, 2H), 1.73 - 1.66 (m, 2H), 1.59 - 1.52 (m, 
4H) 
13
C-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 139.2, 131.5, 131.3, 128.6, 62.1, 59.2, 51.7, 39.0, 33.3, 26.4 
 
Trans-8-[2-(4-chlorophenyl)ethyl]-8-
azabicyclo[3.2.1]octan-3-ol (239) 
 
N
Cl
H
OH
 
White solid 
66 mg – 50% 
tR = 3.27 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 266 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 7.33 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.26 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 3.75 (tt, J = 10.0 Hz, 
J = 5.2 Hz, 1H), 3.67 - 3.32 (m, 2H), 2.79 - 2.63 (m, 4H), 2.11 - 2.07 (m, 2H), 2.02 - 1.94 (m, 2H), 
1.88 - 1.83 (m, 2H), 1.63 - 1.58 (m, 2H) 
13
C-NMR (DMSO-d6): δ (ppm) 139.3, 131.5, 131.2, 128.7, 62.7, 58.8, 53.1, 39.5, 33.4, 25.9 
 
N
O
Cl N
HN
Cl
NH
2
MeOH
72 h - RT198
NaBH3CN (0.7 eq)
240
Yield= 83%
+
HCl
 
Synthesis of the 8-[2-(4-chlorophenyl)ethyl]-N-methyl-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-amine (240) 
A mixture of 8-[2-(4-chlorophenyl)ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (198, 1 eq), methyalmine 
hydrochloride (5 eq) and NaBH3CN (0.7 eq) in MeOH (C = 0.25 M) was stirred for 72 hours at RT. 
The solvent was removed under reduced pressure. The residue was dissolved in DCM, washed with 
brine (1x), dried over MgSO4 and concentrated in vacuo. The residue was purified by flash 
chromatography on silica gel (DCM from DCM/MeOH 96/4) to give 8-[2-(4-chlorophenyl)ethyl]-N-
methyl-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-amine (240) as an orange oil (115 mg, 83%) 
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8-[2-(4-Chlorophenyl)ethyl]-N-methyl-8-
azabicyclo[3.2.1]octan-3-amine (240) 
 
N
HN
Cl
 
Orange oil 
115 mg – 83% 
tR = 1.95 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 279 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.29 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.21 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 3.18 - 3.13 (m, 2H), 
2.75 - 2.68 (m, 3H), 2.58 - 2.52 (m, 2H), 2.35 (s, 3H), 2.0 - 1.83 (m, 6H), 1.54 - 1.49 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 139.8, 131.3, 130.2, 128.1, 58.6, 54.1, 53.1, 52.7, 35.7, 35.1, 26.5 
 
N
O
Cl
N
Cl
F
F
227
DAST (3 eq)
Dry DCM
3 h  - (-20 °C) 241
Yield= 41%  
Synthesis of the 1-[2-(4-chlorophenyl)ethyl]-4,4-difluoro-piperidine (241) 
To a solution of 1-[2-(4-chlorophenyl)ethyl]piperidin-4-one (227, 1 eq) in dry DCM (C = 0.8 M) at -
78°C, DAST (3 eq) was added. The reaction mixture was stirred for 3 hours at -20 °C. The solution 
was allowed to come back to RT and then poured in saturated NaHCO3aq. The resulting solution was 
extracted with DCM (3x). The combined organic layers were washed with brine (1x), dried over 
MgSO4 and concentrated under vacuum. The residue was purified by flash chromatography 
(petroleum ether to petroleum ether/EtOAc 96/4) to afford 1-[2-(4-chlorophenyl)ethyl]-4,4-difluoro-
piperidine (241) as a colorless oil (146 mg, 41%). 
 
1-[2-(4-Chlorophenyl)ethyl]-4,4-difluoro-piperidine (241)  
N
Cl
F
F
 
Colorless oil 
146 mg – 41% 
tR = 2.22 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 260 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.30 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.19 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 2.81 – 2.76 (m, 2H), 
2.68 – 2.60 (m, 6H), 2.08 – 1.95 (m, 4H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 139.1, 131.5, 130.1, 128.3, 122.3 (t, J = 239.4 Hz), 58.9, 49.9 (t, J = 5.4 
Hz), 34.0 (t, J = 22.8 Hz), 33.0 
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Synthesis of the final products 243, 246 and the intermediate 249 
Final product 243 
Cl O
OH
Cl O
N
N N
NH
N N
(3 eq)
SOCl2 (1 eq)
DCM
24 h - RT 
242
Yield= 74%  
Synthesis of the 1-(benzotriazol-1-yl)-2-(4-chlorophenyl)ethanone (242) 
1H-benzotriazole (3 eq) and SOCl2 (1 eq) in dichloromethane (C = 1 M) were added dropwise to a 
solution of 2-(4-chlorophenyl)acetic acid (1 eq) in dichloromethane (C = 1 M). The reaction mixture 
was stirred for 24 hours at RT. The precipitate was filtered off and the filtrate was concentrated under 
vacuum. The residue was purified by flash chromatography (cHex to cHex/DCM 8/2) to give 1-
(benzotriazol-1-yl)-2-(4-chlorophenyl)ethanone (242) as a white solid (600 mg, 74%). 
 
1-(Benzotriazol-1-yl)-2-(4-chlorophenyl)ethanone (242)  
Cl O
N
N N  
White solid 
600 mg – 74% 
tR = 3.67 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 271 
Purity (215 nm) 98% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.28 (dt, J = 8.2 Hz, J = 0.9 Hz, 1H), 8.16 (dt, J =8.3 Hz, J = 0.9 Hz, 1H), 
7.70 (ddd, J = 8.2 Hz, J = 7.2 Hz, J = 1.1 Hz, 1H), 7.56 (ddd, J = 8.3 Hz, J = 7.2 Hz, J = 1.1 Hz, 1H), 
7.43 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.38 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.74 (s, 2H) 
N
O
Cl O
Cl O
N
N N
N
H
O
243
Yield= 81%242
HCl
(1.1 eq)
DMAP (1.1 eq)
CH3Cl
µW
15 min - 100 °C  
Synthesis of the 8-[2-(4-chlorophenyl)acetyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (243) 
Nortropinone hydrochloride (1.1 eq) and 4-dimethylaminopyridine (1.1 eq) were stirred in chloroform 
(C = 0.3 M) for 5 minutes at RT. Then, 1-(benzotriazol-1-yl)-2-(4-chlorophenyl)ethanone (242, 1 eq) 
was added and the solution was heated under microwave irradiation for 15 minutes at 100 °C. The 
resulting solution was washed with saturated Na2CO3aq (3x), HClaq 1N (3x) and brine (1x). The 
organic phase was dried over MgSO4 and concentrated to dryness to afford 8-[2-(4-
chlorophenyl)acetyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (243) as a white solid (226 mg, 81%). 
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8-[2-(4-Chlorophenyl)acetyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-
one (243) 
 
N
O
Cl O
 
White solid 
226 mg – 81% 
tR = 3.78 min (run 10 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 278 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.36 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.28 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 4.95 - 4.91 (m, 1H), 
4.52 - 4.48 (m, 1H), 3.80 (d, J = 15.1 Hz, 1H), 3.70 (d, J = 15,1 Hz, 1H), 2.69 (dd, J = 16.0 Hz, J = 4.7 
Hz, 1H), 2.37 (dd, J = 16.9 Hz, J = 4.4 Hz, 1H), 2.17 - 2.0 (m, 2H), 1.82 - 1.67 (m, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 206.7, 166.7, 133.7, 132.7, 130.4, 128.7, 54.2, 51.1, 49.4, 48.7, 40.5, 
29.9, 27.8 
Final product 246 
 
N
H
O
N
O
Cl
Cl
O
ClH
+
246
Yield= 68%
NEt3 (1 eq)
NaHB(OAc)3 (1.4 eq)
AcOH (1 eq)
Molecular sieves
DCE
4 h - RT
 
Synthesis of the 8-[2-(4-chlorophenyl)-1-methyl-ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (246) 
To a solution of 4-chlorophenylacetone (1 eq) in DCE (C = 1.6 M) with molecular sieves was added a 
mixture of 8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one hydrochloride (1.1 eq) and triethylamine (1.1 eq) in DCE 
(C = 0.8 M). Acetic acid (1 eq) and sodium triacetoxyborohydride (1.4 eq) were then added and the 
solution was stirred at RT for 4 hours. The solution was then basified with aqueous 1N NaOH 
solution. The resulting solution was extracted with DCM (3x). The combined organic layers were 
washed with brine (1x), dried over MgSO4 and concentrated under reduced pressure. The residue was 
purified by flash chromatography (cHex to cHex/EtOAc 4/6) to give 8-[2-(4-chlorophenyl)-1-methyl-
ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (246) as a colorless oil (150 mg, 68%). 
 
8-[2-(4-Chlorophenyl)-1-methyl-ethyl]-8-
azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (246) 
 
N
O
Cl
 
Colorless oil 
150 mg – 68% 
tR = 2.0 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 298 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 7.30 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.18 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 3.93 - 3.89 (m, 1H), 
3.82 - 3.77 (m, 1H), 3.08 - 2.97 (m, 2H), 2.75 - 2. 52 (m, 3H), 2.20 - 2.09 (m, 2H), 2.03 - 1.97 (m, 
2H), 1.65 - 1.59 (m, 3H), 1.04 (d, J = 6.5 Hz, 3H) 
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13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 209.4, 138.3, 131.7, 131.0, 128.2, 56.2, 55.1, 52.4, 45.8, 45.6, 41.4, 28.9, 
28.4, 17.9 
 
Intermediate 249 
N
H
O
N
O
Cl
O
Br
Cl
O
+
247
Yield= 50%
DIEA (2 eq)
MeCN
30 min - refluxHCl
 
Synthesis of the 8-[2-(4-chlorophenyl)-2-oxo-ethyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (249) 
DIEA (2 eq) was added to a solution of 2-bromo-1-(4-chlorophenyl)ethanone (1 eq) and nortropinone 
hydrochloride (1 eq) in acetonitrile (C = 0.5 M). The reaction mixture was refluxed for 30 minutes. 
The solution was allowed to come back to RT and the solvent was removed under vacuum. The 
residue was dissolved in DCM and washed with brine (1x). The organic phase was dried over MgSO4 
and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by flash chromatography 
(petroleum ether to petroleum ether/EtOAc/NH3 (3%) 7/3) to give 8-[2-(4-chlorophenyl)-2-oxo-ethyl]-
8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (249) as an orange oil (405 mg, 50%). 
 
8-[2-(4-Chlorophenyl)-2-oxo-ethyl]-8-
azabicyclo[3.2.1]octan-3-one (249) 
 
N
O
Cl
O  
Orange oil 
405 mg – 50% 
tR = 1.87 min (run 5 min) 
MS [M+H]
+
 m/z = 278 
Purity (215 nm) 99% 
 
1
H-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 8.04 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.49 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.0 (s, 2H), 3.64 - 3.60 
(m, 2H), 2.71 (dd, J = 16.1 Hz, J = 4.3 Hz, 2H), 2.21 (d, J = 14.8 Hz, 2H), 2.15 - 2.09 (m,2H), 1.66 (d, 
J = 7.9 Hz, 2H) 
13
C-NMR (CD2Cl2): δ (ppm) 208.7, 195.5, 139.4, 134.4, 129.8, 128.8, 59.6, 57.8, 48.0, 27.7 
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V. Compound characterization 
 
Crystallographic structures 
 
 
Experimental  
 Single crystals of C72H96N16O32 182’: a suitable crystal was selected on a 'Bruker APEX-II 
CCD' diffractometer. The crystal was kept at 100 K during data collection. Using Olex2 [1], the 
structure was solved with the Superflip [2] structure solution program using Charge Flipping and 
refined with the XL [3] refinement package using Least Squares minimisation. 
1. Dolomanov, O.V., Bourhis, L.J., Gildea, R.J, Howard, J.A.K. & Puschmann, H. (2009), J. 
Appl. Cryst. 42, 339-341. 
2. Palatinus, L. & Chapuis, G. (2007). J. Appl. Cryst., 40, 786-790; Palatinus, L. & van der Lee, 
A. (2008). J. Appl. Cryst. 41, 975-984; Palatinus, L., Prathapa, S. J. & van Smaalen, S. (2012). 
J. Appl. Cryst. 45, 575-580. 
3. Sheldrick, G.M. (2008). Acta Cryst. A64, 112-122. 
 
Crystal structure determination of 182’ 
Crystal Data for C72H96N16O32 (M =1697.64 g/mol): monoclinic, space group P21/c (no. 14), a = 
15.1720(18) Å, b = 13.303(2) Å, c = 10.1296(16) Å, β = 93.853(13)°, V = 2039.8(5) Å
3
, Z = 1, T = 
100 K, μ(CuKα) = 0.933 mm
-1
, Dcalc = 1.382 g/cm
3
, 12867 reflections measured (8.85° ≤ 2Θ ≤ 
101.598°), 2162 unique (Rint = 0.1068, Rsigma = 0.0768) which were used in all calculations. The final 
R1 was 0.1119 (I > 2σ(I)) and wR2 was 0.2855 (all data). 
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Experimental  
 Single crystals of C11H16N2O4 183: a suitable crystal was selected on a 'Bruker APEX-II 
CCD' diffractometer. The crystal was kept at 100 K during data collection. Using Olex2 [1], the 
structure was solved with the XT [2] structure solution program using Direct Methods and refined 
with the XL [3] refinement package using Least Squares minimisation. 
1. Dolomanov, O.V., Bourhis, L.J., Gildea, R.J, Howard, J.A.K. & Puschmann, H. (2009), J. 
Appl. Cryst. 42, 339-341. 
2. Sheldrick, G.M. (2015). Acta Cryst. A71, 3-8. 
3. Sheldrick, G.M. (2008). Acta Cryst. A64, 112-122. 
 
Crystal structure determination of 183 
Crystal Data for C11H16N2O4 (M =240.26 g/mol): triclinic, space group P-1 (no. 2), a = 7.5555(7) Å, 
b = 8.2301(7) Å, c = 10.6309(10) Å, α = 111.335(3)°, β = 103.713(4)°, γ = 97.739(4)°, V = 
580.10(9) Å
3
, Z = 2, T = 100 K, μ(MoKα) = 0.105 mm
-1
, Dcalc = 1.375 g/cm
3
, 10946 reflections 
measured (4.326° ≤ 2Θ ≤ 52.672°), 2339 unique (Rint = 0.0299, Rsigma = 0.0274) which were used in all 
calculations. The final R1 was 0.0358 (I > 2σ(I)) and wR2 was 0.0866 (all data). 
 
 
Experimental  
 Single crystals of C44H64N8O16 184’: a suitable crystal was selected on a 'Bruker APEX-II 
CCD' diffractometer. The crystal was kept at 100.02 K during data collection. Using Olex2 [1], the 
structure was solved with the XT [2] structure solution program using Direct Methods and refined 
with the XL [3] refinement package using Least Squares minimisation. 
1. Dolomanov, O.V., Bourhis, L.J., Gildea, R.J, Howard, J.A.K. & Puschmann, H. (2009), J. 
Appl. Cryst. 42, 339-341. 
2. Sheldrick, G.M. (2015). Acta Cryst. A71, 3-8. 
3. Sheldrick, G.M. (2008). Acta Cryst. A64, 112-122. 
Crystal structure determination of 184’ 
Crystal Data for C44H64N8O16 (M =961.03 g/mol): monoclinic, space group P21/n (no. 14), a = 
11.6094(7) Å, b = 6.3344(3) Å, c = 15.4358(7) Å, β = 92.708(2)°, V = 1133.86(10) Å
3
, Z = 1, T = 
100.02 K, μ(MoKα) = 0.108 mm
-1
, Dcalc = 1.407 g/cm
3
, 19243 reflections measured (4.294° ≤ 2Θ ≤ 
52.744°), 2317 unique (Rint = 0.0327, Rsigma = 0.0224) which were used in all calculations. The final R1 
was 0.0356 (I > 2σ(I)) and wR2 was 0.0832 (all data). 
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In silico molecular shape analysis 
 
 Firstly, the 2D-structure of synthesized fragments was sketched by using MDL ISIS/Draw 
software. Hydrogen atoms were then added and these structures were converted to 3D by MOE 
2012.10 software (Chemical computing group). Based on these 3D-structures, MOE 2012.10 was then 
used to calculate NPR1 and NPR2 parameters. Finally, PipelinePilot® was used to generate the 
triangular plot to analyze the molecular shape of our fragment library. 
 
Solubility measurement 
 
 5 μL of a solution in DMSO (100 mM) of the synthesized fragments were added to 495 μL of 
MeOH or PBS at pH 7.4. The samples were gently shaken for 24 hours at RT, then centrifuged for 5 
minutes, and filtered over 0.45 μm filters. Each filtrate solution was analyzed by HPLC-MS and the 
solubility was determined by the ratio of mass or UV signal areas PBS/MeOH. 
 
VI. Biological testing 
 
BRET assay 
 
 CHO cells were transfected with expression vectors encoding (i) the protein CLDN-1 fused to 
the renilla luciferase (ii) the protein CD81 fused to the green fluorescent protein. To identify ligands 
that modulate the complex CD81/CLDN-1, these CHO cells were treated with one or eight different 
concentrations of each ligand with the Coelenterazine h used as substrate of the renilla luciferase. 
 
HCV assays 
 
Production of HCVcc: in vitro synthesis of HCV RNA was performed using the plasmid pJFH-1 
containing the full-length cDNA of JFH-1 isolate. In vitro transcribed full-length JFH-1 RNA was 
transfected to Huh-7 cells by electroporation. Viral stocks were obtained by harvesting cell culture 
supernatants at 1 week post-transfection. Secondary viral stocks were obtained by additional infections 
of naïve Huh-7 cells. These cell culture-produced HCV particles were engineering to express firefly 
luciferase. 
 
Production of HCVpp and RD114pp: pseudotype particles were generated as followed: 293T cells 
were transfected with expression vectors encoding (i) the viral components, HCV E1/E2, (ii) the 
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cytomegalovirus (CMV)-Gag-Pol murine leukemia virus (MVL) as retroviral core/packaging-
component containing the MVL gag and pol gene and (iii) firefly luciferase as integration signal. The 
medium was replaced 16 h after transfection. Supernatants containing the pp were harvested 24 h later, 
filtered through 0.45-µm-pore membranes. Specificity evaluation was performed by using pp bearing 
glycoproteins derived from the feline endogenous retrovirus RD114 and which are different compare 
to HCV E1/E2. The RD114pp were generated using the same protocol described previously.  
 
Infection assays: to identify ligands that inhibit HCV infection and HCV entry, Huh-7 cells were 
seeded in 96-well plates and treated the day after with one or eight different concentrations of each 
ligand diluted in DMSO in duplicate using a Zephyr automated liquid handling workstation (Caliper 
BioSciences, Hopkinton, MA). Infected Huh-7 cells were modified to express gaussia luciferase to 
follow the cellular viability. The final concentration of DMSO (1%) was adjusted to be the same for 
all ligand concentrations. Cells treated with different concentrations of anti-CD81 antibody (JS-81 
from BD Pharmingen, San Jose, CA) 1 h before infection, were also used as positive controls. The 
third day, HCVcc, HCVpp or RD114pp were inoculated and incubated for 30 h at 37 °C. Firefly and 
gaussia luciferase assays were performed as indicated by the manufacturer (Promega, San Luis 
Obispo, CA). 
 
Thermal Shift Assay (TSA) 
 
 The recombinant M. tuberculosis protein EthR2 was used at a concentration of 10 μM. The 
fluorescent dye SYPRO® Orange (SigmaAldrich) was used to monitor EthR2 unfolding. This dye is 
environmentally sensitive and leads to an increase in fluorescence following exposure of hydrophobic 
regions during protein unfolding. The thermal shift assay was conducted in a Lightcycler 480 (Roche). 
The system contained a heating/cooling device for temperature control and a charge-coupled device 
(CCD) detector for real-time imaging of the fluorescence changes in the wells of the microplate. The 
final sample concentrations were 10 μM EthR2, 2.5x SYPRO® Orange, 1% DMSO, and 20 μM ligand 
in the EthR2 buffer (20 mM HEPES, pH7.5, 300 mM NaCl, 5% glycerol, 100 mM imidazole). The 
samples were heated from 37 to 85 °C with a heating rate of 0.04 °C/s. The fluorescence intensity was 
measured at Ex/Em = 465/510 nm. The data were processed using the algorithmic program 
Wavemetrics Igor by applying the following designed procedure: The fluorescence intensity of each 
well/sample is plotted as a function of the temperature. Then the 1D numerical derivative of these 
curves is calculated. At last, the maximum data values, corresponding to the inflection points (Tm), 
are extracted. Subtraction between the values of the respective Tm obtained with and without addition 
of ligand is defined as ΔTm. 
 
Reporter gene assay 
 
 The quantification of the inhibition of EthR2-binding to its DNA was performed using a 
synthetic mammalian gene circuit that reports on the binding of EthR2 to its DNA operator region 
displaced in eukaryotic cells. Briefly, a chimeric protein consisting of EthR2 fused to the VP16 
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transactivation domain of Herpes simplex was designed to bind to a chimeric promoter containing the 
ethA2-ethR2 intergenic region and the Drosophila hsp70 minimal promoter region. Binding of the 
chimeric protein to the chimeric promoter is quantitatively measured by the expression in HEK-293 
embryonic kidney cells of a secreted alkaline phosphatase SEAP reporter gene. Results indicates that 
expression of the EthR2-VP16 chimera induced the expression of the SEAP reporter gene, and that 
addition of ligand able to prevent the EthR2/DNA interaction inhibit, in a dose dependent manner, this 
transactivation. 
 
Bacteria assay 
 
 A recombinant strain of M. tuberculosis H37Rv expressing the green fluorescent protein 
(H37Rv-GFP) was obtained by transformation of an integrative plasmid. In this plasmid, which 
derives from the Ms6 mycobacteriophage, the gfp gene is cloned under the strong mycobacterial 
promoter pBlaF and the GFP is constitutively expressed. Electrocompetent cells for M. tuberculosis 
H37Rv were prepared from 400 ml of a 15 day old Middlebrook 7H9 culture (Difco, Sparks MD, 
USA) supplemented with albumin-dextrose-catalase (ADC, Difco, Sparks MD, USA), glycerol and 
0.05% Tween 80. Bacilli were harvested by centrifugation at 3000 g for 20 min, washed twice with 
H2O at room temperature, and resuspended in 1-2 ml of 10% glycerol at room temperature after 
recentrifugation. 250 µl of bacilli were mixed with green fluorescent encoding plasmid and 
electroporated using a Biorad Gene Pulser (Biorad). After electroporation bacilli were resuspended in 
medium and left one day at 37°C. Transformants were selected on Middlebrook 7H11 medium (Difco, 
Sparks MD, USA) supplemented with oleic acid-albumin-dextrose-catalase (OADC, Difco, Sparks 
MD, USA) and –1 hygromycin (Invitrogen, Carlsbad, CA USA). The selected hygromycin-
resistant colonies appearing after 3 weeks exhibited green fluorescence. 100 ml culture of H37Rv-GFP 
strain was grown in Middlebrook 7H9 supplemented with oleic acid-albumin-dextrose-catalase 
–1 hygromycin (Invitrogen, Carlsbad, CA USA). 
Bacteria were harvested, washed twice and resuspended in 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.5). 
The bacteria were then sonicated and allowed to stand for 1 hour to allow residual aggregates to settle. 
The bacterial suspensions were then aliquoted and frozen at –80 °C. A single defrosted aliquot was 
used to quantify the CFUs prior to inoculation and typical stock concentration is about 0.2 to 1 10e
9
 
CFU/ml. 
 Ethionamide (Sigma E6005-5G) is diluted into DMSO to 10 mg/mL and aliquots are stored 
frozen at -20 °C. Test compounds are suspended in pure DMSO at a concentration of 10 mM. Stock 
solutions are transferred in the 384-well source plates. Ten 3-fold serial dilutions of compounds are 
performed in DMSO in the 384-well test plates using the echo 555 liquid handler. Concentrations for 
the dose response curve (DRC) of compounds usually ranges from 30 to 0.0045 µM. ETH is added to 
all points of the DRC at a final concentration of 0.1 µg/ml. The final amount of DMSO in the assay 
plate is <1% v/v for each well. 50µL of bacteria are dispensed per well for each assay plates. Plates are 
then incubated for 5 days at 37°C, %CO2. Plates are then read with a microplate fluorescence reader 
Victor 3, with emission and excitation filters at 488 and 520 nM, respectively. 
 
